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1 WSTEP

1.1 Nieswoiste zapalenia jelit

Nieswoiste zapalenia jelit (NZJ, ang. inflammatory bowel disease) sa grupa chorob
charakteryzujaca si¢ przewlektym zapaleniem przewodu pokarmowego. Zalicza si¢ do nich
wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG, ang. ulcerative colitis) oraz chorobe
Les$niowskiego-Crohna (ChLC, ang. Crohn's disease), a takze rzadsze choroby jak
eozynofilowe zapalenie jelit, choroba Behgeta czy kolagenowe zapalenie jelita grubego (1).
Podloze tych chorob jest wieloczynnikowe, a doktadna etiologia NZJ nie zostata jeszcze
poznana. Dotychczasowe badania sugeruja, ze nieprawidlowosci w ukladzie
immunologicznym pacjentdow moga by¢ spowodowane dziataniem czynnikéw zaréwno
genetycznych, jak i srodowiskowych (2). ChLC, w odroznieniu od WZJG, charakteryzuje
si¢ wystepowaniem zmian zapalnych w catym przewodzie pokarmowym. Zmiany te — takie
jak owrzodzenia, ropnie, przetoki czy zwezenia — obejmujg cata grubos$¢ Sciany jelita,
podczas gdy w WZJG zajete sa tylko btona §luzowa i podsluzowa jelita grubego. Ponadto,
w przeciwienstwie do WZJG, w ktorym wystepuja owrzodzenia ciagte, ale ptytkie, zmiany
w ChLC maja charakter ogniskowy. Obie jednostki roznig si¢ tez obrazem Klinicznym,
wynikami badan dodatkowych oraz charakterem powiktan. Przebieg chordb oraz ich
aktywnos$¢ sg zalezne od wielu czynnikow, takich jak: podloze genetyczne, uktad

immunologiczny, mikrobiota jelitowa i wptyw $rodowiska (3).

1.1.1 Rys historyczny

NZJ najprawdopodobniej wystepowaty przez setki, jesli nie tysigce lat ludzkiej historii. Od
czasu najwczesniejszych opisow, choroby te ewoluowatly, a w ciggu ostatnich 50 lat ich
zrozumienie znacznie poprawito si¢ dzigki osiggnigciom genetyki, biologii molekularnej i

immunologii.
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1.11.1 Wrzodziejgce zapalenie jelita grubego

Pierwsze wzmianki na temat NZJ dotyczyty WZJG, chociaz bez watpienia obie jednostki,
zarowno WZJG, jak i ChLC, dotykaty pacjentow na dlugo zanim wspotczesna medycyna

zdotata je rozroznic.

Doniesienia na temat przewleklej biegunki si¢gajg czaséw greckiego antyku (4).
Juz Hipokrates (460-370 r. p.n.e.) omowit wiele mozliwych jej przyczyn (4). Zapalenie
byto uznawane jako przyczyna chorob jelit w kilku szkotach medycznych na poczatku XIX
wieku. Frangois Broussais (1772-1838) i John Brown (1810-1882) wysungli $mialg teorig,
ze wszystkie choroby czlowieka sg zwigzane ze stanem zapalnym w przewodzie

pokarmowym (5).

Po raz pierwszy termin ,,wrzodziejace zapalenia jelita grubego” zostal uzyty w
1859 r. przez londynskiego lekarza i patologa Sir Samuel Wilksa (1824-1911) (6). W swej
pracy wyroznial on: zapalenie jelita cienkiego, zapalenie jelita grubego, zapalenie katnicy,
tyfus, zapalenie epidemiczne i gruzlice jelit (6). Podobne przypadki powaznych,
uporczywych choréb biegunkowych, ktore nie wydawaty si¢ by¢ pochodzenia zakaznego,
opisywano jeszcze w drugiej potowie XIX wieku. W 1888 r. Sir William Hale White
opublikowal doktadny opis przypadkow WZJG (7). To wlasnie za sprawg tej publikacji,
termin "wrzodziejace zapalenie jelita grubego" wszedt do ogolnego stownictwa

medycznego.

Rok 1909 uznaje si¢ za przetomowy dla WZJG. Odbylo si¢ wtedy sympozjum
Krolewskiego Towarzystwa Medycznego (ang. Royal Society of Medicine), na ktorym
zaprezentowano ponad 300 przypadkow WZJG (8). Dyskusje dotyczyty m.in. czynnikow
ryzyka, objawow i prob leczenia (np. narkotykami, lekami $ciggajacymi, antyseptycznymi
i uspokajajacymi) (8). W tym samym roku John Percy Lockhart-Mummery (1875-1957)
wskazal, ze sigmoidoskopia — badanie endoskopowe ostatnich 60-80 cm jelita grubego —
jest bezpieczna i skuteczng metodg badania odbytnicy i esicy, pozwalajaca na postawienie
poprawnej diagnozy (9). Rowniez w 1909 r. na tamach British Medical Journal
postulowano, ze za chorobe odpowiedzialne sg ,,aktywne czynniki bakteryjne”, ktore
muszg zosta¢ poznane, aby moc kontrolowac jej przebieg i wdrozy¢ odpowiednie leczenie
(10).

W kolejnych latach, stopniowo zwigkszata si¢ wiedza na temat WZJG. W 1938 r.

Lewisohn zwrocit uwage, ze WZJG ma tendencj¢ do wystepowania rodzinnego (11).
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Hewitt opisal wystepowanie polipow (12). Wangensteen zauwazyl zwigzek migdzy
wystepowaniem WZJG i raka jelita grubego (13). Pierwszy opis choroby u dzieci pojawit
sig W 1923 r. i dotyczyt pacjentow w wieku od 8 do 15 (14). Zaproponowano tez nowe
metody leczenia WZJG, takie jak ileostomia (15) czy transfuzja krwi (16). Poczatkowo
leczenie chirurgiczne WZJG stosowano sporadycznie i najczesciej eksperymentalnie.
Dopiero po 1930r. interwencje chirurgiczne zaczely stopniowo stawaé si¢ rutynowsg
praktyka. Niektorych z tych technik zaprzestano, ale wiele nadal pozostaje w uzyciu
(ileostomia, kolektomia) (17,18). Inng terapi¢ stanowito karmienie pacjentow surowym
swinskim jelitem cienkim (tzw. organoterapia) (19). Stosowano takze leczenie jonizacyjne,
ktore polegatlo na nawadnianiu jelita roztworem cynku, a nastgpnie uruchomianiu
przeptywu pradu elektrycznego przez roztwor (20).

W latach 40-tych XX wieku WZJG przyciggalo uwage lekarzy rdéznych
specjalnosci. W 1949 r. Warren i Sommers opublikowali pierwszy obszerny opis
anatomopatologiczny WZJG ze zdjeciami i obrazami mikroskopowymi przedstawiajacymi
naczynia i ropnie (21). Coraz czgsciej uzywano opisow do oceny stopnia choroby i
identyfikowania przewezen (22). W tym okresie wystgpowaniec WZJG czgsto wigzano z
zaburzeniami psychicznymi (23). Erich Wittkower (1899-1983) opisat, ze az 70% (28/40)
pacjentow z WZJG doswiadczyto emocjonalnej traumy, ktéra bezposrednio poprzedzata
wystapienie choroby (22,23). W leczeniu niektorych przypadkow WZJG stosowano
psychoterapig (25).

Wkroétce po zakonczeniu Il wojny $wiatowej rozpoczeta si¢ era randomizowanych
badan klinicznych, ktére miaty na celu oceng skutecznos$ci interwencji farmakologicznych
w tej jednostce chorobowej. Kluczowym badaniem tego okresu byl wyczerpujacy opis
2000 pacjentow z WZJIG opublikowany przez Sloana i wsp. w 1950 (26). W 1955 r.
Truelove i Witts opublikowali wyniki pierwszego eksperymentu ze $lepa proba, ktore
wykazalo poprawe 1 zmniejszenie $miertelnosci u pacjentow z WZIG przyjmujacych
glikokortykosteroidy (27).

W 1948 r. szwedzki lekarz Nanna Svartz zauwazyt, ze objawy WZJG ulegaja
ztagodzeniu po podaniu pacjentom sulfasalazyny (28). Odkrycia dokonal probujac
wyleczy¢ zapalenie stawow swego krola — Gustawa V. Svartz zsyntetyzowat nowy lek o
dziataniu przeciwzapalnym, przez chemiczne zwigzanie znanego antybiotyku
sulfapirydyny z kwasem 5-aminosalicylowym. Po analizie, zauwazono wyrazna poprawe

nie tylko u pacjentéw z zapaleniem stawow, ale takze z WZJG (29).
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W latach 60-tych Bean i wsp. udokumentowali u pacjentow z WZJG skuteczno$é
leku immunosupresyjnego — merkaptopuryny (6-MP) (30,31). Dzi$ wiadomo, ze 6-MP
hamuje proliferacje komorek, nasladujac strukturg puryny i w ten sposdb zaburzajac
syntez¢ DNA. Hamowanie syntezy DNA najbardziej wptywa na szybko dzielace si¢
komorki, takie jak progenitory leukocytow. W 1970 r. okazato si¢, ze w leczeniu WZJG
skuteczna jest rowniez azatiopryna, ktora jest metabolizowana do 6-MP (32). W 1975 r. w
badaniu randomizowanym z podwojnie $lepa proba poréwnano azatiopryng z sulfasalazyng
I wykazano podobng skuteczno$¢ obu interwencji (33). Zasadnicza wadag tiopuryn jest
ryzyko powiktan zwigzanych z supresjg szpiku kostnego. W roku 1980 stwierdzono, ze
pacjenci z niskg aktywno$cig metylotransferazy tiopuryny (TPMT), enzymu
odpowiedzialnego za inaktywacje¢ leku, sg szczegdlnie narazeni na takie komplikacje (34).
Stad sugeruje si¢ okreSlenie wariantu genetycznego TPMT u pacjentow przed
rozpoczeciem leczenia azatiopryng lub 6-MP. Wykazano, ze kluczowa rolg w procesach
zapalnych w NZJ petni cytokina nazywana czynnikiem martwicy nowotworu (TNF-a), a
przeciwciata poliklonalne przeciwko TNF-a zostaly po raz pierwszy uzyte w modelu
zwierzecym sepsy w 1985 r. (35). Obecnie, przeciwciata monoklonalne anty-TNF-a, takie
jak infliksimab i adalimumab sg rutynowo stosowane w terapii umiarkowanej, ciezkiej i
opornej postaci WZJG (36).

Postep jaki dokonat si¢ w zakresie WZJG w ostatnich 60 latach byt w duzej mierze
mozliwy dzigki rozwojowi technik biologii molekularnej i genetyki. Znaczaca liczba
publikacji probujacych uchwyci¢ podtoze molekularne choroby potwierdza jej ztozonosc¢ i

ciggle niejasng etiologie.

1.1.1.2 Choroba Lesniowskiego-Crohna

Pierwsze wzmianki o ChLC dotycza krola Anglii Alfreda Wielkiego (849-899), ktory
zapadl na chorobg¢ objawiajaca si¢ m.in. biegunka, bolami brzucha i bélami podczas
potykania. Rowniez krol Francji Ludwik XIII (1601-1643) cierpiat z powodu przewlektych
biegunek, z towarzyszaca goraczka i ropniami okotoodbytniczymi. Krél zmart w wieku 42
lat, a sekcja po $mierci wykazata owrzodzenia w jelicie cienkim i grubym, z ropniami i
przetokami, co zdiagnozowano p6zniej jako ChLC lub gruzlice koncowego odcinka jelita
cienkiego i jelita grubego (37,38).
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Znaczace opisy ChLC zawdzieczmy Giovanniemu Battistcie Morgagniniemu
(1682-1771), znanemu jako "ojciec anatomii patologicznej” (39). Opisat on przypadek
(1761 r.) 20-letniego me¢zczyzny, ktory zmart po dlugotrwatej chorobie z goraczka, boélami
brzucha i krwawa biegunka. Autopsja wykazata perforacje i stan zapalny z owrzodzeniem
rozciggajacy si¢ od koncowego odcinka jelita kretego na "dwie rece" szerokosci wzdhuz
okreznicy. Raport opisuje rowniez powigkszenie weztow chlonnych krezki i $ledziony
(40). Co ciekawe, pierwszy przypadek WZJG opisany w 1859 przez Samuela Wilksa by¢
moze dotyczyl takze ChLC (41),0opisywanego wczesniejjako np. "odcinkowe zapalenie
jelita kretego™ (42,43).

W 1904 r. choroba =zostala opisana przez polskiego lekarza Antoniego
Lesniowskiego (1867-1940) (44). Dr Lesniowski byt dyrektorem Szpitala sw. Antoniego
w Warszawie w latach 1912-1914, a od 1919 r. profesorem Uniwersytetu Warszawskiego
I ordynatorem oddziatu chirurgii w Szpitalu $w. Ducha. Swoje spostrzezenia dotyczace
przypadku guza zapalnego jelita cienkiego z przetoka do wstepnicy opublikowat (1903 r.)
w tygodniku dla lekarzy rodzinnych zatytutowanym ,,Medycyna” w artykule pt.
,,Przyczynek do chirurgii kiszek”(44).

Pierwsza seri¢ opisow przypadkéw ChLC opublikowal szkocki chirurg Thomas
Kennedy Dalziel (1861-1924) w roku 1913 (45). Dalziel opisywatl jelita chorych
porownujac je do wegorza w stanie st¢zenia posmiertnego. Dwa sposrod przedstawianych
przypadkow byty Smiertelne z uwagi na rozleglosé 1 liczbg zwezen. Pozostatych pacjentow
(w tym 10-letniego chtopca) skutecznie wyleczono. Dalziel zauwazyt rowniez zajecie
okreznicy u tychze chorych oraz zaproponowat nazwe "rozrostowe zapalenie jelit" (ang.

hyperplastic enteritis).

Kolejny artykut identyfikujacy ChLC zostal napisany przez lekarzy ze szpitala
Mount Sinai w Nowym Jorku i zostatl opublikowany w pazdzierniku 1932 w Journal of
American Medical Association (46). Chorobe nazwano "regionalnym zapaleniem jelita
kretego" i opisano jg U 14 pacjentow w wieku od 17 do 52 lat. Na stan patologiczny sktadaty
si¢ przewlekle i martwicze zapalenia w koncowym odcinku jelita cienkiego, a takze
przezscienne zapalenie, zwezenia i przetoki. Pomimo pewnej stawy, artykul ten byt

przedmiotem kontrowersji.

Doktadniejszy opis ChLC pojawit si¢ w publikacji Burrilla Bernarda Crohna (1884-
1983) w 1932 r.,a dzisiejsza nazwa choroby pochodzi wtasnie od niego (46). Dr Burril B.
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Crohn urodzit si¢ w Nowym Jorku w rodzinie emigrantow zydowskich, jego dziadek
pochodzit z Niemiec, a babka z Polski (47). Publikacje, ktorej zostal wspotautorem,
wstepnie napisali Leon Ginzburg (1898-1988) oraz Gordon D. Oppenheimer (1900-1974).
Obejmowata ona 12 pacjentow doktora Berga, starszego lekarza w tym samym szpitalu
(48). Prawdopodobnie Ginzburg i Oppenheimer napisali wickszo$¢ manuskryptu i chcieli
dotaczy¢ doktora Berga jako wspotautora. Jednakze Berg odmoéwil, bo nie byt wczesniej
zaangazowany W projekt. Ginzburg i Oppenheimer chcac zwigkszy¢ liczbe przypadkow
Klinicznych w pracy, nawigzali kontakt z Crohnem. Wkrétce potem artykul zostat
opublikowany z dwoma dodatkowymi przypadkami i pierwszym wspoétautorstwem
Crohna. Zgodnie z politykg wydawniczag W owym czasie, nazwiska wspotautorow
manuskryptu szeregowano alfabetycznie (49). Crohn zapewne nie spodziewal si¢, ze
choroba zostanie nazwana jego nazwiskiem, wszak artykut proponowatl nazwe choroby —
regionalne zapalenie jelita kretego. Jeszcze w roku 1958 choroba byta znana pod nazwami
ileitis terminalis”, ,,regional ileitis™, ,.ileo-jejunitis”, ,,chronic cicatrizing enteritis”, ,.ileo-
colitis”, ,,chronic ulcerative colitis”, a takze ,,regional colitis” oraz ,,segmental colitis”
(47). W kolejnych latach udowodniono, ze ChLC wystepuje w catym przewodzie
pokarmowym. Choroba zostata opisana w przetyku, zotadku, dwunastnicy i jelicie czczym
(50-52). W tym czasie opisywano rowniez pacjentow W wieku 80 lat (53), a takze wiele

przypadkow dzieci w wieku ponizej 10 lat (54).

ChLC stata si¢ powszechnie rozpoznawalna w 1956 r. za sprawag operacji
chirurgicznej prezydenta Stanow Zjednoczonych Dwighta Davida Eisenhowera, od lat
cierpigcego na bole brzucha (55). Choroba stata si¢ dzigki temu znana zaréwno szerszemu

gronu zarOwno specjalistow, jak 1 laikow.

Po II wojnie $wiatowej, nastapit gwaltowny wzrost liczby randomizowanych badan
dotyczacych terapii ChLC, jak rdowniez badan epidemiologicznych. Wiele prac
dotyczacych ChLC w drugiej potowie 20. wieku obejmowato rowniez pacjentow z WZIG.
W 1960 r. Hugh Evelyn Lockhart-Mummery (1918-1988) zauwazyt réznice pomig¢dzy
obrazem klinicznym zapalenia okreznicy chorych na WZJG i ChLC (56) i wysnut
koncepcje, ze sa to oddzielne jednostki kliniczne. Koncepcja napotkata duzy opor wielu
wybitnych lekarzy, w tym rowniez samego Crohna (57).
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1.1.2 Epidemiologia

Epidemiologia NZJ rézni si¢ w zaleznosci od pochodzenia etnicznego oraz lokalizacji
geograficznej danej populacji (58). Najnowszy przeglad systematyczny obejmujgcy 147
badan od 1990 do 2016 r. wskazuje najwicksza czgsto$¢ wystgpowania NZJ w Europie
(WZJG w Norwegii 505/100 000; ChLC w Niemczech 322/100 000) i Ameryce Poinocne;j
(WZJG w USA 286/100 000; ChLC w Kanadzie 319/100 000) (59).

W ostatnich latach odnotowuje si¢ stabilng lub nawet zmniejszajaca si¢ zapadalno$¢
na NZJ w Europie w Ameryce Potocnej (59). Od 1990 r. zapadalnos¢ wzrasta z kolei w
krajach nowo uprzemystowionych (59-61). Analiza epidemiologiczna wykazala, ze
czesto$¢ wystepowania NZJ w Polsce w 2017 r. wynosita 180-200/100 000 (62).

1.1.3 Etiologia

Podloze NZJ jest wieloczynnikowe, a doktadna etiopatogeneza jest ztozona i nie zostala
jeszcze doktadnie poznana. Dotychczasowe badania sugeruja, ze biora W niej udziat

zarowno czynniki genetyczne, jak i sSrodowiskowe (2,63,64).

Wsrdd czynnikow srodowiskowych petnigcych kluczowa role w patogenezie NZJ
wymienia si¢ palenie papierosow (65,66), diete (67,68), stosowane leki (69-71), stres
(72,73) czy zanieczyszczenie powietrza (74,75). Przeglad 53 meta-analiz badan
obserwacyjnych obejmujacy 71 czynnikow srodowiskowych (1989-2018) zidentyfikowat
czynniki zwigkszajace ryzyko NZJ takie jak: palenie (ChLC), zycie w miescie (ChLC i
NZJ), wyciecie wyrostka robaczkowego (ChLC) i migdatkow (ChLC), ekspozycja na
antybiotyk (NZJ), doustna antykoncepcja (NZJ), spozycie napojow bezalkoholowych
(WZJG), niedobor witaminy D (NZJ) (76). Zidentyfikowano tez czynniki zmniejszajace
ryzyko NZJtakie jak: aktywno$¢ fizyczna (ChLC), karmienie piersia (NZJ),
wspoétdzielenie 16zka (ChLC), spozywanie herbaty (WZJG), wysokie st¢zenie kwasu
foliowego (NZJ) i witaminy D (ChLC) w surowicy (76).

Dotychczasowe badania wskazujg na niebagatelng role mikrobioty jelitowej w NZJ.
Dowiedziono, ze pacjenci z NZJ charakteryzuja si¢ mniejszag bioréznorodnoscia
mikrobiomu stolca niz osoby zdrowe (77) oraz mniejszg jej stabilnoscig (78,79).
Wielokrotnie wskazywano na czynniki etiologiczne takie jak toksyny, wirusy, bakterie i
grzyby (80-82). Ostatnie badania wskazuja, ze nadmierne spozycie soli ma wptyw na sktad
flory jelitowej i moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju NZJ (83).
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Rownie waznym czynnikiem etiologicznym w rozwoju choréb zapalnych jelit jest
komponent genetyczny. Do tej pory zidentyfikowano 240 loci ryzyka NZJ (84). Jednym z
najlepiej poznanych gendw, ktérego polimorfizmy uznaje si¢ za czynnik predysponujacy
do ChLC jest gen NOD2/CARD15 (chromosom 16) (85,86). Warianty w genie NOD2
zwigzane s3 z lokalizacjg choroby w jelicie cienkim, fenotypem ze zwezeniami oraz
wczesniejszg interwencja chirurgiczng (87-93). Mimo wielu badan nad tym zagadnieniem
uzytecznos$¢ kliniczna jego polimorfizméw pozostaje niepotwierdzona. Dostgpne dane
literaturowe sa w tym wzgledzie sprzeczne (94,95). Opisano kilka innych wariantow
genetycznych, takich jak na przyktad wariant czynnika transkrypcyjnego FOXO3P
zwigzany z ci¢zszg postacig ChLC (96). Warto$¢ prognostyczna wariantow genetycznych
we WZJG wydaje si¢ by¢ lepiej ustalona, czego przykladem jest zwigzek antygenu
kompleksu zgodnosci tkankowej HLA DRB*0103 z rozlegltoscig i przebiegiem choroby
(97,98).

1.1.4 Leczenie

Leczenie, zarowno ChLC, jak i WZJG, obejmuje stosowanie wielu podobnych lekow, np.
kwasu 5-aminosalicylowego, glikokortykosteroidow czy lekow biologicznych. Jedynym
lekiem stosowanym w leczeniu ChLC, ale nie WZJG, jest metotreksat (99). Podobnie jak
tiopuryny, metotreksat zostal opracowany jako lek przeciwnowotworowy w latach 50-tych
ubieglego wieku, ale pierwsze badanie wykazujace wyrazne korzysci leczenia
metotreksatem u pacjentow ChLC pojawily si¢ dopiero w roku 1989 (100). W 1990 r.
odkrycie immunosupresyjnego dziatania metotreksatu zostalo uhonorowane nagroda
Nobla (101). W ciggu ostatnich 20 lat leczenie NZJ koncentrowalo si¢ na
glikokortykosteroidach i lekach immunomodulujacych, gtéwnie inhibitorach TNF-a,
takich jak infliksimab czy adalimumab. Obecnie stosowane sa takze inne leki biologiczne:
vedolizumab hamujacy migracje leukocytow, tofacitinib hamujgcy wytwarzanie cytokin i
ustekinumab — antagonista receptora interleukiny 12 i 23 (102). Leki stosowane w terapii
NZJ staja si¢ coraz bardziej wyrafinowane. Roéwniez leczenie Zywieniowe i1 zabiegi
chirurgiczne ulegly zmianie z uptywem czasu. Wzrosla rola leczenia opartego na zywieniu
enteralnym i dobrze dobranej diecie, zmniejszyta sie czestos¢ powiktan interwencji

chirurgicznych oraz rozwingeta si¢ diagnostyka NZJ (103). Metody badajgce transkryptom
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i epigenom NZJ pozwalajg na identyfikacj¢ biomarkeréw pomocnych w doborze strategii

terapeutycznej (104).

1.2 MUKOWISCYDOZA

Mukowiscydoza (ang. cystic fibrosis, CF) jest ogdélnoustrojowg chorobg genetyczna
spowodowang mutacjami w genie kodujacym biatko kanatu jonowego CFTR (ang. Cystic
Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator). Gen CFTR zlokalizowany jest na
chromosomie 7 (locus 7g31.2), a mutacje w jego obrebie powodujg zaburzenia
przezblonowego przeplywu anionéw chlorkowych. Skutkiem tego jest zwigkszenie
lepko$ci 1 gestosci wydzielanego $luzu, a w konsekwencji zaburzenia funkcjonalne i
strukturalne gruczotéw zewnatrzwydzielniczych, zwlaszcza uktadu oddechowego i

pokarmowego.

1.2.1 Rys historyczny

Cate spektrum objawow klinicznych w mukowiscydozie zostato poznane dopiero w latach
30-tych XX wieku, cho¢ pewne jej symptomy identyfikowano znacznie wczesniej.
Przypuszcza si¢ nawet, ze mukowiscydoza pojawita si¢ okoto 3000 lat p.n.e. (105). W
XV wieku w literaturze niemieckiej i szwajcarskiej pojawiaty si¢ wzmianki, ze dziecko,
ktore po pocalunku w czoto smakuje stono, jest przeklete i wkrotce musi umrzeé (105). W
XIX w. Carl von Rokitansky (1804-1878) opisat przypadek $mierci ptodu z powodu
niedrozno$ci smotkowej, ktora prawdopodobnie wynikata z mukowiscydozy (105). Na
niedrozno$¢ smotkowa wigksza uwage zwrocit w 1905 r. Karla Landsteiner (105). W 1936
r. Guido Fanconi (1892-1979) zauwazyt zwigzek migdzy celiakia, zwtoknieniem trzustki i
rozstrzeniami oskrzeli (106). Okoto 30 lat p6zniej, Dorothy Hansine Andersen (1901-1963)
opisata mukowiscydoze w American Journal of Diseases of Children jako osobnag jednostke
nozologiczng (107). Byla pierwsza osoba, ktéra wysnuta hipotezg, ze jest to choroba
dziedziczona autosomalnie recesywnie oraz jako pierwsza zastosowata u dzieci leczenie
enzymami trzustkowymi. Charakterystycznym zmianom w trzustce nadata nazwe
»Zwloknienie torbielowate trzustki” (107). Termin “mukowiscydoza” zostat
zaproponowany po raz pierwszy w 1945 r. przez Sydneya Farbera (1903-1973), ktory w

materiale sekcyjnym 87 dzieci z niewydolnoscig trzustki zauwazyt podobne zmiany
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patologiczne w innych organach niz trzustka (ptuca, gorny odcinek przewodu
pokarmowego, pecherzyk zotciowy) (108). W 1952 r. Paul di Sant'/Agnese (1914-2005)
wykryl nieprawidtowosci w réwnowadze elektrolitowej potu, dzigki temu w ciggu
nastepnej dekady opracowano i udoskonalono test potowy (109). Badania przesiewowe
noworodkow w kierunku mukowiscydozy (pomiar immunoreaktywnego trypsynogenu)
zostaly po raz pierwszy wprowadzone w Nowej Zelandii i wybranych regionach Australii
w 1981 r. (110). W Polsce pilotazowy program przesiewowy rozpoczat si¢ w 1999 r. i
dotyczyt czterech wojewddztw (111). W kolejnych latach obszar kraju objetego
przesiewem stopniowo si¢ zwiekszat, a w czerwcu 2009 dotyczyt catego kraju (111). Nowe
techniki molekularne pozwolity w 1989 r. zidentyfikowac i zsekwencjonowaé gen lezacy

u poditoza mukowiscydozy oraz odkry¢ najczgstsza mutacje prowadzacg do rozwoju
choroby — F508del (112-114).

1.2.2 Epidemiologia

Mukowiscydoza jest najczestszg powazng chorobg genetyczng dziedziczong recesywnie, a
jej wystepowanie rozni si¢ w zaleznosci od populacji (115). Wyniki badan sprzed 10 lat
szacujg czestos¢ wystepowanie mukowiscydozy na poziomie 7,37/100 000 w krajach Unii
Europejskiej (najmniejsza na Lotwie (1,04/100 000), a najwigksza w Irlandii (29,80/100
000) (116).

W Polsce, w 2013 r. czgstos¢ wystgpowania mukowiscydozy wynosita ok. 1/4394
(117). W Polskim Rejestrze Chorych na Mukowiscydoze w 2012 r. zarejestrowanych byto
okoto 1500 chorych (118). W 2017 r. Polska dotaczyta do Europejskiego Rejestru CF
(European Cystic Fibrosis Society Patient Registry) (119). Aktualne dane z dziewigciu
osrodkoéw obejmujg 721 osob zarejestrowanych (575 dzieci i 146 dorostych) (szacowane
pokrycie >35%).

1.2.3 Etiologia

Dotychczas poznano 2073 mutacje zlokalizowane w genie CFTR. Ich specyfika zostata

podsumowana w Tabeli 1.
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Tabela 1. Dotychczas poznane mutacje genu CFTR.

Typ mutacji n Czgstose %
Zmiana sensu 805 38,98
Zmiana ramki odczytu 328 15,88
Splicing 229 11,09
Nonsens 174 8,43
Insercja/delecja w ramce odczytu 43 2,08
Duza insercja/delecja 58 2,81
Mutacja w promotorze 17 0,82
Inny wariant sekwencji 269 13,03
Nieznana 142 6,88

zrodio: http://www.genet.sickkids.on.ca/StatisticsPage.html

Najczesciej wystepujaca mutacja jest delecja trzech par nukleotyddéw w pozycji 508
skutkujaca usunigciem fenyloalaniny z sekwencji aminokwasowej biatka CFTR (F508del).
Wystepuje ona u 85,8% pacjentow zarejestrowanych w rocznym sprawozdaniu Cystic
Fibrosis Foundation (120). Niemal co drugi amerykanski pacjent z mukowiscydoza posiada
oba allele F508del (45,3%) natomiast 40,9% pacjentow jest heterozygotami F508del (120).

Poznane mutacje zostaty pogrupowane w szes$¢ klas, z ktorych trzy pierwsze zwigzane sg
z cigzkim przebiegiem choroby wynikajacym z braku ekspresji biatka CFTR, zaburzonym
procesem jego dojrzewania oraz zaburzong regulacja kanatu jonowego (np. odpowiednio
Gb542X, AF508, G551D) (121). Mutacje w klasach 1V-VI skutkuja dysfunkcja
przewodnictwa kanatu chlorkowego, zmniejszong ilo$cig biatka CFTR i dysfunkcjami
oddziatywan pomiedzy kanatami chlorkowymi oraz jego obrotu (odpowiednio R117H,
A455E, Q1412X) (121). Podziat mutacji CFTR na klasy jest narzgdziem badawczym i nie
pozwala przewidzie¢ konsekwencji klinicznych u poszczegolnych pacjentow. Korelacje

genotyp-fenotyp w mukowiscydozie mogg by¢ przydatne na poziomie populacji w celu
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okreslenia pewnych powigzan, ale nie powinny by¢ wykorzystywane do wskazywania
rokowania u poszczegolnych pacjentdw. Genotyp najmocniej determinuje wystepowanie

nieptodnosci mgskiej i niewydolnosci zewnatrzwydzielniczej trzustki (122).

1.2.4 Leczenie

Leczenie mukowiscydozy opiera si¢ glownie na indywidualnym dopasowaniu
postepowania zywieniowego w tym diety hiperkalorycznej, suplementacji enzymow
trzustkowych i1 witamin oraz terapii inhalacyjnej DNA-za 1 roztworem soli,
antybiotykoterapii i fizjoterapii. Konieczny jest staly monitoring stanu zdrowia obejmujacy
oceng rozwoju choroby, regularne pomiary antropometryczne (wysoko$¢ i masa ciata),
badania bakteriologiczne, diagnozowanie i leczenie choréb wspottowarzyszacych i
powiktan (123). W terapii mukowiscydozy stosowane sa rowniez leki rozszerzajace
oskrzela i przeciwzapalne, a takze terapia tlenowa z zastosowaniem koncentratora tlenu
(123). W przypadku przewlektej niewydolnosci oddechowej i cigzkich zmian oskrzelowo-
plucnych moze by¢ konieczna transplantacja ptuc (123). Duzym osiggnigciem w leczeniu
mukowiscydozy stato si¢ wprowadzenie tzw. modulatoréw biatka CFTR. Leki te majg na
celu poprawienie czynno$ci biatka CFTR na poziomie molekularnym i znaczaco
poprawiaja zarowno stan kliniczny pacjenta, jak i jakos¢ jego zycia. Dotychczas na rynku
dostepne byly: lumakaftor, zwigkszajacy ilos¢ biatek CFTR w blonie komoérkowej,
iwakaftor, wzmacniajacy ich dziatanie, tezakaftor pomagajacy w transporcie biatka na
btong komodrkowa oraz ich kombinacje (124). Ostatnim, lekiem z tej grupy dopuszczonym
na rynku amerykanskim w pazdzierniku 2019 r. jest kombinacja modulatorow
elexacaftor/ivacaftor/tezacaftor (125,126). Lek jest przeznaczony dla pacjentdéw powyzej
12 roku zycia, z przynajmniej jedng mutacjag F508del (126). Z uwagi na ceneg, wyzej

wymienione leki nie sg dostepne w wielu krajach swiata, rowniez w Polsce.

1.3 TELOMERY

Materiat genetyczny cztowieka i innych organizméw eukariotycznych zawarty jest w
czasteczkach kwasow nukleinowych ciasno upakowanych w struktury zwane
chromosomami. Na koncu chromosomu lokalizowany jest telomer — struktura
zabezpieczajgca koniec DNA przed uszkodzeniem podczas kopiowania. Autosomalny

DNA jest liniowg czasteczka dwuniciowa (127). Przed kazdym podziatem komorki, DNA
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musi ulec duplikacji, co wymaga rozdzielenia obu jego nici i wytworzenia identycznej
kopii przez polimeraze¢ DNA. Enzym ten wymaga startera do zainicjowania procesu
kopiowania, a nastepnie jedna z nici jest replikowana w sposob ciggly od konca 5' do konca
3' (ni¢ wiodaca), podczas gdy druga ni¢ jest kopiowana w krotkich fragmentach zwanych
fragmentami Okazaki. W ten sposob powstajg krotkie przerwy, ktére nastepnie muszg by¢
wypetnione, aby uzupehié¢ czasteczke DNA. Przerwa na samym koncu nie moze by¢
wypetniona, wigc nowa ni¢ DNA jest krotsza niz oryginat. W konsekwencji, z kazdym
podziatem komorek, ktorych moze by¢ nawet ~ 10 w ciggu Zycia, chromosomy
ostatecznie tracg znaczng dlugos¢ (okoto 20-200 par zasad na cykl) a zjawisko to jest
nazywane problemem replikacji konca (128,129). Dzigki serii eksperymentéw w modelu
Tetrahymena (129,130) odkryto, ze rozwigzaniem problemu replikacji konca jest enzym —
telomeraza, ktora dodaje powtarzajace si¢ sekwencje TTAGGG, ktore chronig konce DNA
przed skracaniem. W ten sposob sekwencja telomerow umozliwia polimerazie DNA
kopiowanie krotkich segmentow opoznionego DNA, a nast¢pnie wypehnianie luk i
przekazywanie informacji genetycznej nowej nici do komorek potomnych podczas
replikacji komorek (130). Telomery zostaty po raz pierwszy opisane pod koniec lat 30-
tych. XX wieku (131). Jednak dopiero po 70 latach poznano lepiej rzeczywiste
mechanizmy ich dzialania. Rola telomeroéw zostala ostatecznie odkryta, co zostato
uhonorowane Nagroda Nobla w dziedzinie fizjologii/medycyny w 2009 r. (129,130,132).
Biorgc pod uwage fakt, ze chromosomy skracajg si¢ za kazdym razem, gdy komorka ulega
podziatowi, szybko powstala idea, ze skracanie telomerdéw jest zwigzane ze starzeniem
calego organizmu (31,32). Pojecie to jest jednak znacznie bardziej ztozone (133).
Skrocenie telomerow odnotowano w réznych chorobach, takich jak zaburzenia uktadu
sercowo-naczyniowego, niedokrwistos$¢ aplastyczna, ostre uszkodzenie nerek, nowotwory,
przewlekta choroba watroby i cukrzyca (134-138). Dostepne dane literaturowe wskazuja,
ze dlugo$¢ telomeréw moze by¢ stosowana jako niezalezne i skuteczne narzedzie do
przewidywania wynikow leczenia, np. w przewleklej biataczce limfocytowej 1
nowotworach zto§liwych (139-142). Sugerowano, ze w przewleklej biataczce
limfocytowej dlugo$¢ telomerow <5000 pz byla niezaleznie zwigzana z krotszym

przezyciem wolnym od leczenia i ogoélnym przezyciem (143).
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1.4 APOLIPOPROTEINA E

Kluczowa role w metabolizmie lipoprotein peinig apolipoproteiny, odpowiadajace za
wigzanie lipidow. Jedna z nich — apolipoproteina E (ang. apolipoprotein E, APOE) — jest
glikoproteing bogatg w argining sktadajaca si¢ z 299 aminokwasow (34kDa) (144). Jest
produkowana gtownie przez watrobe, ale tez makrofagi i adipocyty, a w mniejszym stopniu
takze inne narzady (moézg, pluca, mi¢s$nie, nerki, sledziong, nadnercza, jajniki). Gen APOE
zostal opisany po raz pierwszy w 1973 r., a jego lokalizacja na chromosomie 19 zostata
poznana w potowie lat 80-tych (144—146). Jego trzy polimorficzne allele €2, €3 i €4 r6znig
si¢ miedzy soba obecnoscig nukleotydu C lub T w kodonie 112 i 158 (147,148), a w
zwigzku z czym tworzg trzy izoformy biatek APOE z odmiennymi aminokwasami w tych
pozycjach (APOE2, APOE3, APOE4). Izoforma APOE3 zawiera cysteing i argining w
powyzszych pozycjach, natomiast APOE2 zwiera odpowiednio dwie cysteiny, a APOE4
dwie argininy. Wyrdznia si¢ nast¢pujace genotypy APOE: €2/€2, €2/e3, €2/e4, €3/€3, €3/¢4,
edled. W 1993 r. zidentyfikowano najbardziej znany zwiazek genotypéw APOE z wiekiem
rozpoznania choroby Alzheimera i jej przebiegiem (149,150).
Jak juz wczeéniej wspomniano, allele genu APOE koduja trzy izoproteiny rdznigce
si¢ znaczgco strukturg i funkcja, np. zdolnoscig wigzania do receptorow watroby (151).
Izoforma APOE2 jest najbardziej stabilna chemicznie, termicznie i stanowi najrzadszy
wariant tego genu. Dowiedziono, ze APOE2 ma istotnie mniejsze powinowactwo do
receptora LDL w poréwnaniu z pozostalymi allelami, co powoduje wolniejsze usuwanie
czasteczek LDL z osocza. Homozygotyczno$s¢ wzgledem APOE &2 jest zwigzana z
wyzszymi poziomami krazacych trdjglicerydéw i hiperlipoproteinemia typu III. APOE3
jest najczesciej spotykang izoforma i przypisuje si¢ jej dziatanie ochronne przed wczesnym
rozwojem choroby Alzheimera. Z kolei APOE4 jest najmniej stabilna termicznie i
chemicznie. Zamiana cysteiny na argining w pozycji 112 nie wptywa na powinowactwo do
receptora LDL, modyfikuje natomiast konformacj¢ tancucha bocznego Arg61. Izoforma
APOE4 jest powszechnie opisywana jako potencjalny czynnik predysponujacy do rozwoju
miazdzycy, chordb sercowo-naczyniowych i choroby Alzheimera (150,152). Okreslenie
struktury biatka o catkowitej dlugosci byto niemozliwe ze wzgledu na agregacje¢ biatka do
form o wysokiej masie czasteczkowej (150). Nawet przy matych stezeniach biatko tworzy
oligomery, dimery i tetrametry przez domeng C-koncowa (150).
Oprécz znaczacej roli w metabolizmie lipidow, APOE niewatpliwie ma duze

znaczenie w procesach immunologicznych organizmu. Dane literaturowe sugeruja jej
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zwigzek z chorobami autoimmunologicznymi, takimi jak stwardnienie rozsiane,
reumatoidalne zapalenie stawow i tuszczyca (153-155). Wyniki badan wskazuja, ze APOE
hamuje proliferacj¢ limfocytow (156-158), aktywuje neutrofile (159), moduluje funkcje
makrofagow (160-162), a takze bierze udzial w prezentacji antygenoéw (163,164).
Dowiedziono ze APOE zaleznie od izoformy hamuje wytwarzanie cytokin prozapalnych,
takich jak TNF-a (E2 > E3 >E4) (165). Z kolei cytokiny mogag promowaé synteze i
uwalnianie APOE lub zmniejsza¢ wytwarzanie APOE w roznych tkankach (166,167).
Jednak badania nad interakcjami miedzy APOE i cytokinami daja sprzeczne wyniki, co
podkres$la ich ztozone role w organizmie (164). Stan zapalny w NZJ znaczgco wptywa na
profil lipidéw, apolipoprotein i lipoprotein u pacjentdw z aktywna chorobg (168,169). W
oparciu o badanie przeprowadzone wsrod pacjentow z Arabii Saudyjskiej wykazano, ze
APOE &2 oraz APOE €4 wystepuja czesciej u pacjentéw z NZJ w pordéwnaniu z grupa
kontrolng (170). Ponadto APOE &4 zwigzany jest ze wczesnym wystgpieniem objawow
choroby. Z kolei czgstosé¢ wystepowania APOE €3 u chorych jest mniejsza w poréwnaniu
z grupa kontrolng. Brak jest natomiast jakichkolwiek danych dotyczacych wplywu
poszczegolnych genotypéw APOE na przebieg procesu chorobowego, zaré6wno u

pacjentow dorostych, jak i pediatrycznych z NZJ.

1.5 CZASTECZKI ROZPOZNAJACE WZORCE

Czasteczki rozpoznajace wzorce (ang. pattern recognition molecules, pathogen recognition
molecules) to molekuly petlnigce wazne funkcje w mechanizmach odpornosci
immunologicznej nieswoistej organizmu. Dowiedziono, ze odgrywaja rolg¢ w obronie przed
patogenami, w regeneracji tkanek i réoznicowaniu komorek (171,172). Wérdod czasteczek
rozpoznajacych wzorce mozna wymieni¢ opsoniny, biatko wigzace mannoze, biatka
surfaktantu A i D oraz biatko DMBT]1 (ang. deleted in malignant brain tumors 1, SALSA,
SAG, gp340).

1.5.1 Bialko DMBT1

Biatko DMBT1 jest czasteczka wielofunkcyjng o waznej roli w odpornosci wrodzone;,
stanie zapalnym, homeostazie nabtonka i mechanizmach supresji guza (173-176). Po raz

pierwszy czasteczka zostala opisana w 1983 r. jako biatko o masie 300-400 kDa
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aglutynujace paciorkowce w §linie, skad jego pierwotna nazwa — aglutynina $linowa (ang.
salivary agglutinin, SAG) (177). Pdzniejsze badania niezaleznych grup wskazaly na
lokalizacje biatka w innych tkankach. W ptynie popluczyn oskrzelowo-pgcherzykowych,
glikoproteina zostata oczyszczona wspolnie z biatkiem surfaktantu D i nazwano jg gp340
(178). Biatko obserwowano tez w niektorych guzach mozgu. Jednoczesnie stwierdzono, ze
gen DMBT1 jest nieobecny w kilku guzach mozgu, dajac biatku tym samym nowg nazwe
Lusuniety w ztosliwych guzach mozgu 1” (DMBT1) (172). Obecnie wydaje si¢, ze rdzne
nazwy opisujg to samo biatko w roznych tkankach. W 2012 r. zaproponowano wspdlng
nazwe — SALSA (ang. salivary scavenger and agglutinin) (179). Biatko SALSA zostato
pierwotnie wyizolowane z wydzielin §luzowych. Zatem wigkszo$¢ badan skupia si¢ na jego
ekspresji na roznych powierzchniach $luzéwki. Jednak ostatnie doniesienia wskazuja na

jego ekspresje¢ rowniez w tkankach innych niz nablonkowe (176).

Bialko DMBT1 skiada si¢ z 13 wysoce konserwatywnych ewolucyjnie domen
receptora zmiatacza bogatego w cysteing (ang. scavenger receptor cysteine-rich, SRCR)
polaczonych krotkimi segmentami bogatymi w proling nazwanymi domenami
przeplatajacymi SRCR (ang. SRCR interspersed domains, SID). Po domenach SRCR
nastepuja dwie domeny CUB (ang. Clr/Cls, urchin embrionic growth factor i bone
morfogenetic protein-1) otaczajace czternasta domene SRCR, a na koncu karboksylowym
biatka znajduje si¢ domena zwana zona pellucida (ZP) (180,181). Powtarzajace si¢ domeny
SRCR s3 czgsto poddawane alternatywnemu splicingowi, ktory prowadzi do powstawania
izoform o réznej liczbie domen SRCR i domen przeplatajacych SID (180-182). Zmienno$é
liczby powtdrzen tych domen stwierdza si¢ u do 28% zdrowych osob, jest spowodowana
obecnoscia delecji i polimorfizméw w genie DMBT1 (183-185). Na poziomie biatkowym
rowniez obserwuje si¢ zmienng wielko$¢ biatek SALSA u roéznych ludzi, a nawet w
roznych tkankach tej samej osoby (186-188). Wyjasnienia obserwowanej zmiennosci
upatruje si¢ m.in. w glikozylacji, ktora odpowiada za powstanie okoto 25-45% masy

czasteczkowej biatka SALSA (177,189).

Gtéwna funkcjg biatka SALSA jest aglutynacja patogenow. Wykazano, ze SALSA
wigze szerokie spektrum bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych (187,190-193), jak
rowniez wirusa grypy A i ludzkiego wirusa niedoboru odpornosci typu 1 (HIV-1)
(194,195). Swoiste wilasciwosci wigzania czasteczki SALSA, ktoére moga si¢ zmieniaé
zarowno w zalezno$ci od lokalizacji biatka, jak i pomiedzy poszczegdlnymi izo- i

glikoformami, moga w znacznym stopniu wptywac na to, ktore mikroorganizmy sg zdolne
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do kolonizacji okreslonej powierzchni. R6znice w SALSA moga zatem mie¢ wplyw na
sktad lokalnego mikrobiomu i stan Srodowiska zapalnego. W konsekwencji moze to
ksztattowa¢ rownowage immunologiczng na powierzchniach §luzowki. Opisano rowniez
szereg interakcji migdzy biatkiem SALSA a innymi endogennymi czgsteczkami, takimi jak
immunoglobulina klasy A, SP-A, SFTPD, laktoferyna, fibryna/fibrynogen, fibronektyna,
mucyna-5B, galektyna-3, naskorkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor,
EGF), czynnik wzrostu $§rodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor,
VEGF), Clq, czy lektyna wigzagca mannozg¢ (ang. mannose-binding lectin, MBL)
(178,179,196-203). W wydzielinach ciata stwierdzono, ze SALSA oligomeryzuje do
wiekszych komplekséw, samodzielnie lub poprzez odziatywania z wyzej wymienionymi
ligandami (174,204—-206). Dane literaturowe wskazuja na rol¢ biatka w SALSA w regulacji
uktadu dopetniacza (179,196,207,208). Biatko SALSA zwigzane z powierzchnig ma
wlasciwosci aktywujace uktad dopelniacza, natomiast wigzanie si¢ biatka SALSA z
elementami uktadu dopetniacza w fazie ptynnej moze hamowac¢ jego dziatanie (179,209).
Sugeruje si¢, ze bialkko SALSA ma roézne mechanizmy dzialania w infekcji 1 stanie
zapalnym. W polaczeniu z SFTPD biatlko SALSA moze tagodzi¢ zbyt zaostrzong
odpowiedz immunologiczng, jednoczesnie wzmagajac klirens zakazajacego wirusa

(174,210).

Wyniki badan wskazuja, ze zwigkszona ekspresja SALSA jest cze$cig normalne;j
odpowiedzi zapalnej nabtonka, prawdopodobny jest wigc udzial tego biatka w nieswoistych
zapaleniach jelit (193,197,211). Wariant genetyczny skutkujacy delecja regionu SRCR4-7
moze prowadzi¢ do stabszego wigzania bakterii i zmniejszonego ich usuwania, co w
konsekwencji moze skutkowaé zwickszonym zapaleniem $luzéwki (211,212).
Sugerowano, ze wariant ten warunkuje podatno$¢ na ChLC i1 moze by¢ markerem
klinicznym choroby, cho¢ ostatnie badania nie potwierdzaja tej zaleznosci (211,212).
Zidentyfikowano takze polimorfizm pojedynczego nukleotydu rs2981804, ktory rowniez
korelowat z rozpoznaniem ChLC (184). Zatem wydaje si¢, ze moze istnie¢ zwigzek migdzy
funkcja SALSA a predyspozycja do ChLC.

1.5.2 Bialko surfaktantu D

Biatko surfaktantu D (ang. surfactant protein D, SP-D, SFTPD) jest glikoproteing nalezaca
do grupy lektyn zawierajacych kolagen typu C, inaczej nazywanych kolektynami. Jest
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jednym z czterech biatek wchodzgcych w sktad surfaktantu ptucnego (SP-A, SP-B, SP-C i
SP-D). Podobnie jak SP-A, w odrdznieniu do pozostatych dwoch biatek surfaktantu
plucnego, SFTPD jest biatkiem hydrofilnym o duzej masie czasteczkowej. SFTPD jest
glownie produkowane przez komorki pecherzykowe typu II w plucach i petni kluczowe
funkcje ochronne we wrodzonej odpornosci ptuc. Wystepowanie SFTPD nie jest
ograniczone tylko do pluc, poniewaz biatko jest szeroko rozpowszechnione na
powierzchniach §luzéwkowych réznych tkanek, w tym nablonkéow uktadu oddechowego,

pokarmowego, rozrodczego, moczowego, naczyniowego oraz gruczotow (213,214).

Struktura SFTPD nalezy do zlozonych 1 uporzadkowanych struktur
trzeciorzgdowych. Obejmuje potrojnie spiralny region kolagenowy i C-koncowsa
homotrimeryczng domeng rozpoznawania weglowodanow (ang. carbohydrate recognition
domain, CRD) (215). Wysoce konserwatywna domena CRD stuzy do rozpoznawania
wzorcow weglowodanow lub tadunkéw na drobnoustrojach, alergenach i umierajgcych
komorkach, podczas gdy region kolagenowy moze oddziatywac z czasteczkami receptora
obecnymi na r6znych komoérkach odpornosciowych w celu zainicjowania mechanizmow

klirensu. Cztery trimery tworza charakterystyczny dodekamer (216).

Sposrod mono- i disacharydow, SFTPD wiaze preferencyjnie maltozg, glukoze i
mannoze, ktore czg¢sto sg uzywane w badaniach podstawowych do analizy oddzialywan
tego biatka z patogenami (217-219). Wykazano, ze SFTPD wigze si¢ nie tylko z
bakteriami, ale takze wirusem grypy, opryszczki zwyktej, drozdzami, grzybami i
endotoksynami (220,221). Ciagta niewielka ekspozycja na patogeny, alergeny i apoptoze
moze spowodowaé odpowiedz przeciwzapalng biatka SFTPD. Gdy jednak ptuca poddane
sa nadmiernej ekspozycji na egzogene patogeny, SFTPD moze dziata¢ prozapalnie w celu
uzupehienia wrodzonej i nabytej odpornosci (215). Dziatanie prozapalne moze byé
spowodowane tez matym stezeniem biatka, zmienno$cia genetyczng, modyfikacjami

biochemicznymi i jego rozpadem proteolitycznym (214).

Rola SFTPD w odpornosci wrodzonej przeciwko mikroorganizmom obejmuje
roznorodne mechanizmy dziatania, takie jak bezposrednia opsonizacja, neutralizacja,
aglutynacja, aktywacja uktadu dopelniacza i zwigkszenie fagocytozy (215). Ponadto,
biatko SFTPD jest zaangazowane w usuwanie komoérek apoptotycznych i nekrotycznych
(222) i ma bezposrednie dziatanie hamujace wzrost bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych (223-226). Bierze tez udziat w regulacji stanu zapalnego w zapaleniu ptuc (227),
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polaryzacji limfocytow Th (228) i hamowaniu peroksydacji lipidow (229). W ten sposob
SFTPD wptywa na odpowiedz nabytg i wrodzong, a tym samym moze by¢ waznym

elementem warunkujagcym homeostazg (230).

Udowodniono, ze stezenic SFTPD w surowicy jest wigksze u pacjentow z
proteinoza pgcherzykowa, idiopatycznym wildknieniem pluc i w zespole ostrej
niewydolno$ci oddechowej dorostych niz u zdrowych ochotnikow (231,232).
Zasugerowano rowniez, ze zmiany pozioméw SFTPD w surowicy moga odzwierciedlac¢
aktywnos$¢ choroby w idiopatycznym witoknieniu ptuc i srédmigzszowym zapaleniu ptuc,
a takze cigzko$¢ przebiegu proteinozy pecherzykow plucnych (232). Pomiar stezenia
SFTPD w surowicy moze by¢ nieinwazyjng alternatywa w diagnostyce proteinozy

pecherzykowe;.

Jednoczasowo prowadzone badania funkcji SFTPD w przewodzie pokarmowym
wykazaty, ze SFTPD ulega ekspresji w nabtonku jelitowym i peini kluczowa rolg we
wrodzonej obronie gospodarza i regulacji odpowiedzi zapalnej (213,214). Dane
literaturowe wskazuja na zwigzek polimorfizmow SFTPD ze zwickszonym ryzykiem
zachorowania na NZJ (233,234). Sugeruja rowniez, ze moze by¢ genem modyfikujacym
chorobe. Udowodniono, ze ekspresja biatka SFTPD w nabtonku okreznicy pacjentow z
NZJ silnie koreluje z aktywnoscig zapalng (R? = 0,78, p <0,0001; CHLC (R?=0.92) i UC
(R? = 0.78))(235), co ciekawe, nie obserwowano tak silnej zaleznosci w modelu mysim
(235).
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2 CELE

Celem pracy byta ocena zwigzku wybranych markerow molekularnych z ekspresja

kliniczng i cigzkoscia przebiegu nieswoistych zapalen jelit i mukowiscydozy.

Cel ten realizowany byl poprzez:

1/ analiz¢ zwigzku polimorfizméw DMBT1, SFTPD i APOE u pacjentow z Wrzodziejagcym

zapaleniem jelita grubego i chorobg Lesniowskiego-Crohna z:
a/ ekspresja kliniczng choroby,
b/ stosowanym leczeniem,

¢/ liczba zaostrzen, liczbg hospitalizacji i dni hospitalizacji, a takze liczba cigzkich

rzutdéw,

d/ subiektywnym odczuciem bodlu, niepokoju i ograniczenia w aktywnosci

spoteczne;.

2/ analizg zwigzku wzglednej dlugosci telomerow u pacjentéw z mukowiscydozg z:
a/ ekspresja kliniczng choroby,
b/ stosowanym leczniem,

¢/ liczba zaostrzen, liczbg hospitalizacji i dni hospitalizacji.
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3 PACJENCI | METODY

3.1. SCHEMAT PRACY

Zatozenia pracy zostaty przedstawione na Schemacie 1.
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Schemat 1. Graficzne podsumowanie celow i metod podjetych w pracy.

3.2. PACJENCI

3.2.1. Badanie dotyczace polimorfizméw w nieswoistych zapaleniach jelit

Badanie polimorfizméw w przebiegu nieswoistych zapalen jelit zostato przeprowadzone w

latach 2015-2019. Pacjenci byli rekrutowani w trakcie hospitalizacji w nastepujacych

os$rodkach:
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Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,

Klinice Gastroenterologii, Hepatologii, Zaburzen Odzywiania i Pediatrii Instytutu
,, Pomnik-Centrum Zdrowia Dziecka” w Warszawie,

Il Katedrze i Klinice Pediatrii, Gastroenterologii i Zywienia, Uniwersytetu
Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu,

Katedrze i Klinice Pediatrii w Zabrzu, Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w
Katowicach,

Klinice Gastroenterologii i Zywienia Dzieci, Warszawskiego Uniwersytetu

Medycznego.

Kryterium wlaczenia obejmowato:

wiek 3-18 lat.

Krytieria wylaczenia obejmowaty:

stan zagrozenia zycia,

cigzki stan og6lny.

Badaniem obej¢to 311 pacjentow chorych na NZJ (kobiety n = 137, m¢zczyzni = 174).
Wsréd badanych byty 174 osoby z ChLC 1 137 0s6b z WZIG [sic.].

3.2.2.

Badanie dotyczace wzglednej dlugosci telomerow w mukowiscydozie

Badanie wzglednej dhugosci telomeréw w mukowiscydozie zostaty przeprowadzone w

latach 2017-2019. Pacjenci byli rekrutowani w trakcie wizyt kontrolnych w nastgpujacych

osrodkach leczenia mukowiscydozy:

Klinice Gastroenterologii Dzieciecej i Chorob Metabolicznych I Katedry Pediatrii
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu
Poradni Leczenia Mukowiscydozy, w Specjalistycznym Zespole Opieki

Zdrowotnej nad Matka i Dzieckiem w Gdansku.

Zdrowi ochotnicy stanowigcy kontrole do badania zostali zrekrutowani w trakcie wizyt

kontrolnych w poradni Zespot Lekarza Rodzinnego "Promyk" w Poznaniu.

Rozpoznanie mukowiscydozy zostalo postawione wedlug obowigzujacych kryteriow na

podstawie objawow klinicznych, wywiadu oraz wysokich stezen anionéw chlorkowych w
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pocie uzyskanych za pomocg jonoforezy pilokarpinowej [104, 131]. Potwierdzenie
rozpoznania uzyskano w badaniu genetycznym wykrywajacym mutacje w genie CFTR,

wykonanym w o$rodkach diagnostyki molekularne;.
Kryteria wlaczenia dla pacjentow i kontroli obejmowaty:

e wiek 5-10 lat,
e wiek cigzowy > 36 tygodni,

e mase¢ urodzeniowg > 2500g.
Kryteria wylaczenia dla pacjentow i zdrowych ochotnikéw obejmowaty:

e wady wrodzone,
e istotne komplikacje okotoporodowe,
e ostre infekcje w miesigcu poprzedzajacym badanie (biegunka, infekcje drog

oddechowych).
Kryteria wylaczenia dla zdrowych ochotnikéw obejmowaty:

e wrodzone zaburzenia metaboliczne,

e przewlekte choroby uktadowe (cukrzyca, choroba nerek, nadci$nienie, nieswoiste
zapalenie jelit),

e standaryzowane warto$ci wysokosci ciata, masy ciata i BMI ponizej 5. i powyzej

95. centyla.
Kryterium wylaczenia dla pacjentow z mukowiscydoza obejmowaty:

e zaostrzenie oskrzelowo-ptucne,
e FEV1<40%
e inne wrodzone zaburzenia metaboliczne,

e przewlekle choroby uktadowe niezwigzane z mukowiscydoza.

Badaniem obejeto 34 pacjentow z mukowiscydoza (dziewczynki n=15, chtopcy n=19) i 36
zdrowych 0s6b z grupy kontrolnej (dziewczynki n=14, chtopcy n=22).
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3.3. METODY BADAN

3.3.1. Badanie dotyczace polimorfizmoéw w nieswoistych zapaleniach jelit

Ekspresja kliniczna nieswoistych zapalen jelit

Lokalizacja

Lokalizacje zmian zapalnych u pacjentow z NZJ opisano przy pomocy Klasyfikacji
Paryskiej (Tabela 2. i Tabela 3.) (237), zar6wno w momencie rozpoznania, jak i W czasie

najcigzszego rzutu.

Tabela 2. Klasyfikacja Paryska dla choroby Crohna.

Ala — ponizej 9 roku zycia

Wiek rozpoznania Alb —10-16 rok zycia

A2 — 17-40 rok zycia

L1 — ograniczenie zmian do 1/3 dystalnej
czegsci jelita kretego z niewielkim zajgciem
katnicy lub bez jej zajecia

L2 — obecno$¢ zmian w okr¢znicy — od odbytu
do katnicy

L3 — zajecie jelita grubego z obecnos$cia zmian
w dystalnym odcinku jelita kretego

L4a — izolowanie zaj¢cia gornego odcinka
przewodu pokarmowego do wigzadla Treitza
L4b — zajecie jelita cienkiego miedzy
wigzadtem Treitza proksymalnie a 1/3
dystalng cze$cia jelita kretego

B1 — zapalny — przy braku zwezen i przetok
B2 — zwezajacy — ze zwezeniem $wiatla jelita
stwierdzanym w badaniu radiologicznym lub
endoskopowym

B3 — penetrujacy — z obecnoscia przetok badz
ropni obserwowanych w badaniu
radiologicznym, endoskopowym lub w trakcie
zabiegu chirurgicznego

B2B3 — obecnos¢ zwezen i przetok,
rownoczesnie lub niezaleznie od siebie

p — zmiany okotoodbytowe

Wzrost GO — brak objawow zaburzenia wzrostu

G1 — zaburzenia wzrostu

Lokalizacja

Charakter choroby
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Tabela 3. Klasyfikacja Paryska dla wrzodziejacego zapalenia jelita grubego.

E1 — proctitis ulcerosa — zmiany ograniczone
do odbytnicy nie przekraczajace zagigcia
esiczo-prostniczego

E2 — lewostronne WZJG zmiany potozone
Rozlegtosé dystalnie do zagiecia $ledzionowego

E3 — rozlegle WZJG zmiany potozone
dystalnie do zagi¢cia watrobowego

E4 — pancolitis (proksymalnie do zgiecia
watrobowego)

C SO — nigdy cigzki*

Stopied nasilenia S1- kigdil/koﬁ/viek cigrki*

*Cigzki = PUCAI > 65 (opisano ponizej)

Ocena stanu zapalnego

Stan zapalny oceniono przy pomocy stezenia biatka C-reaktywnego w surowicy (CRP)
[mg/1] (norma: <5 mg/l). Informacje zebrano na podstawie dokumentacji medycznej.

Wskazniki aktywnosci choroby

Wskazniki aktywnosci ChLC obliczano wedtug indeksu PCDAI (ang.: Peadiatric Crohn’s
Disease Activity Index) (Tabela 4.)
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Tabela 4. Skala aktywnosci choroby PCDALI (ang.: Peadiatric Crohn’s Disease Activity
Index) w modyfikacji Ryzki i Woynarowskiego (238,239).

Domena Objawy Punkty
Boéle brzucha
Brak 0
Stabe 5
Silne 10
Stolce

. . < 2 bez krwi 0

Ostatnie 7 dni 2-5 luzne/krew 5
>5 lub znaczne krwawienie 10
Samopoczucie
Dobre 0
Nieco gorsze 5
Zle 10
Stezenie Hb (g/dl)
>12 0
10-12 2,5
<10 5
Odczyn Biernackiego [mm/h]

Parametry <20 0

laboratoryjne 20-50 2,5
>50 5
Albuminy [g/dl]
>3,5 0
3,1-35 5
<3,1 10
Wskaznik Cole’a
>85 0
80-85 5
<85 10
Badanie palpacyjne brzucha:
Bez tkliwosci i oporu 0
Nieznaczna/guz 5

. . Wyrazna/i guz 10

Badanie przedmiotowe Zmiany okotoodbytnicze:
Brak 0
Niewielkie, bez bolesnosci 5
Przetoki, bolesnos¢ lub ropien 10
Objawy pozajelitowe:
Brak 0
Jeden z objawow 5
Dwa lub wigcej 10

Ocena aktywnosci:

brak aktywnosci klinicznej choroby: 0—10 punktéw
aktualnie tagodna posta¢ choroby 11-27,5 punktow
aktualnie umiarkowana posta¢ choroby 30—50 punktow

aktualnie cigzka posta¢ choroby > 50 punktow
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Aktywnos¢ WZJG obliczano na podstawie skali PUCAI (ang. Pediatric Ulcerative Colitis
Activity Index) (Tabela 5.)

Tabela 5. Skala aktywno$ci choroby PUCAI (ang. Pediatric Ulcerative Colitis Activity

Index).
Objawy Punkty
Bl brzucha:
Brak 0
Bol, ktory moze by¢ ignorowany 5
Bol, ktory nie moze by¢ ignorowany 10
Krwawienie z odbytnicy:
Brak 0
Niewiele krwi w mniej niz potowie stolcow 10
Niewiele krwi w wigcej niz potowie stolcow 20
Duzo krwi w wiecej niz potowie stolcow 30
Konsystencja stolcow:
Uformowany 0
Cze$ciowo uformowany 5
Nieuformowany 10
Liczba stolcow:
0-2 0
3-5 5
6-8 10
Powyzej 8 15
Nocne stolce (jakikolwiek epizod budzacy w nocy):
Nie 0
Tak 10
Aktywno$¢ zycia:
Bez ograniczen 0
Sporadyczne ograniczenia 5
Powazne ograniczenia 10
Masa ciata:
Stabilna, prawidlowy przyrost 0
Niestabilna, spadek 1-9% 5
Spadek masy ciata > 10% 10

Ocena aktywnosci:

brak aktywnosci klinicznej choroby: < 10 punktow
aktualnie tagodna posta¢ choroby 10-34 punktow
aktualnie umiarkowana posta¢ choroby 35-64 punktow

aktualnie cigzka posta¢ choroby > 65 punktow
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Wspotwystepowanie innych chordb oraz objawow pozajelitowych

Dane dotyczace wystgpowania innych chorob oraz objawow pozajelitowych pochodzity z

dokumentacji medycznej.

Stosowane leczenie

Dane kliniczne obejmujace dotychczas stosowane leczenie pochodzity z historii medycznej

pacjentow i obejmowaty:

e stosowanie glikokortykosteroidow systemowych,

e liczbe kurséw glikokortykosteroidow systemowych,

e stosowanie lekéw immunosupresyjnych, z datg pierwszej podazy leku,
e leczenie biologiczne, z datg rozpoczecia leczenia biologicznego,

e leczenie chirurgiczne, z datg pierwszej interwencji chirurgicznej.

Ocena cigzkosci przebiegu nieswoistych zapalen jelit

W celu okreslenia cigzkoS$ci przebiegu choroby okreslono liczbe:

e hospitalizacji z powodu zaostrzenia,
¢ dni hospitalizacji z powodu zaostrzenia,
e zaostrzen od chwili rozpoznania,

e cig¢zkich rzutow od chwili rozpoznania.

Ocena subiektywnych doznan psychofizycznych w trakcie przebiegu choroby
przewleklej

Ocena subiektywnych doznan psychofizycznych u pacjentoéw z NZJ dotyczyla trzech
znaczacych domen: subiektywnego odczucia bolu, subiektywnego odczucia niepokoju oraz
ograniczenia aktywnosci spotecznej zmierzonych w odniesieniu do trzech punktow
czasowych: w momencie rozpoznania choroby, w okresie najintensywniejszego nasilenia
dolegliwosci i1 aktualnie (Aneks). Pacjenci odpowiadali zaznaczajac swoje odczucia na
skali 10-stopniowej (gdzie 0 — brak bolu/lgku/wplywu na aktywnos$¢ spoteczng, 10 — miaty
maksymalny boél/lgku/wplyw na aktywnos$¢ spoteczng). W przypadku pacjentow ponizej

12 roku zycia dopuszczono pomoc rodzicéw lub opiekundw.
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Izolacja materiatu genetycznego

Material od pacjentow w postaci krwi zylnej pobranej na kwas wersenowy (ang.
ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) przechowywany byt w temperaturze -20°C.
Izolacj¢ materialu genetycznego przeprowadzano metoda izolacji kolumienkowej
(BloodMini, A&A Biotechnology, Polska). Analiz¢ ilosciowa i jakosciowa DNA
przeprowadzano spektrofotometrycznie (NanoDrop, Thermo Scientific NanoDrop
Technologies, Wilmington, Delaware, USA). Pomiar przeprowadzono przy dlugosciach

fali 260 i 280 nm, ktore stanowig maksimum absorpcji odpowiednio dla DNA i biatek.

Genotypowanie

W badaniu analizowano polimorfizmy genéw DMBT1, SFTPD i APOE (Tabela 6.).
Wybrane polimorfizmy oznaczono przy uzyciu zestawu sond hybrydyzacyjnych i starterow
TagMan SNP Genotyping Assay (Life Technologies Corp. Carlsbad, California, USA) oraz
mieszaniny reakcyjnej TagPath ProAmp (Thermo Fisher Scientific, USA). Do rozréznienia
poszczegolnych alleli w danej probce DNA wykorzystano znakowanie sond barwnikami
fluorescencyjnymi VIC i FAM. Amplifikacj¢ prowadzono z uzyciem termocyklera CFX-
96 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) wedtug protokotu: 60°C przez 30 sekund, 95°C przez 5
minut a nastgpnie 40 powtorzen 95°C przez 15 sekund i 60°C przez 1 minute. Koncowym
etapem byta inkubacja w 60°C przez 30 sekund. Wykres dyskryminacji alleli uzyskano
dzieki oprogramowaniu CFX Manager software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Tabela 6. Wykaz analizowanych polimorfizmow (SNP).

Gen
SNP Rodzaj mutacji i lokalizacja Allele | Symbol
Biatko
APOE rs7412 missens, 4 ekson CIT C_904973_10
Chromosom 19
APOE | rs429358 | missens, 4 ekson ciT | €.3084793_20
DMBT1 rs2981745 wariant w 5’UTR C/IT C_347798_10
Chromosom 10
DMBT1 | rs2981804 | wariant w intronie AIG | C_2804156_10
SFTPD
rs2243639 | missens, ekson 5 Chromosom 10 CIT C_26726205_10
SFTPD
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3.3.2. Badanie dotyczace wzglednej dlugosci telomeréw w mukowiscydozie

Ekspresja kliniczna mukowiscydozy

U wszystkich pacjentow dokonano oceny ekspresji klinicznej choroby na podstawie:

e funkcji ptuc,

e funkcji zewnatrzwydzielniczej trzustki,

e Kkolonizacji Pseudomonas aeruginosa,

e stezenia chlorkow w pocie [mmol/l] w na pierwszej wizycie skriningowej w Klinice

oraz wiek wykonania proby potowe;j.
Ponadto okreslono wystgpowanie:

e choroby watroby zwigzanej z mukowiscydoza lub marsko$ci watroby,

e cukrzycy,

e polipow nosowych,

e przewlektego zapalenia zatok,

e choroby refluksowej przetyku,

e niedroznos$ci smotkowe;,

e innych chordb zwigzanych i niezwigzanych z CF.

Oceng funkcji pluc przeprowadzono na podstawie wynikéw badan spirometrycznych
wykonywanych w roku pobrania w Pracowniach Diagnostyki Czynnosciowe] Pluc w
osrodkach rekrutujacych w okresie pobierania krwi. W analizie uzyto odsetek
przewidywanej natezonej objetosci wydechowej powietrza w czasie 1 sekundy po
maksymalnym wdechu (ang. forced expiratory volume in 1 second, FEV1).

Ocen¢ funkcji zewnatrzwydzielniczej trzustki dokonano na podstawie stgzenia
enzymu trzustkowego elastazy-1 w stolcu. Do pomiaru elastazy-1 wykorzystano metode
immunoenzymatyczng (ELISA, firmy ScheBo Biotech, Giessen, Niemcy) (240,241).

Dane na temat kolonizacji Pseudomonas aeruginosa (dodatni wynik posiewu
plwociny) uzyskano w trakcie wczesniejszego postgpowania diagnostycznego. Informacje
o stezeniu chlorkéw w pocie [mmol/l] podczas skriningu noworodkowego, wystgpowania
choroby watroby zwigzanej z mukowiscydoza, marskosci watroby, cukrzycy, polipéw
nosowych, przewlektego zapalenia zatok, choroby refluksowej przetyku, niedroznosci
smotkowe], stosowanego leczenia oraz wystgpowania innych choréb pochodzity z
dokumentacji medycznej. Genotyp uzyskano w badaniu molekularnym genu CFTR

wykonanym w osrodkach diagnostyki molekularnej mukowiscydozy (Genomed S. A.).
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Ocena cig¢zkosci przebiegu mukowiscydozy

W celu oceny cigzkosci przebiegu choroby zebrano informacje dotyczace liczby:
e zaostrzen choroby oskrzelowo-ptucnej,
e hospitalizacji jednodniowych od urodzenia do pobrania krwi,
e hospitalizacji wielodniowych od urodzenia do pobrania krwi,
¢ dni hospitalizacji wielodniowych od urodzenia do pobrania Krwi.

Informacje uzyskano z dokumentacji medyczne;j.

Izolacja materiatu genetycznego

Materiat od pacjentéw i zdrowych ochotnikow w postaci kropel krwi wlosniczkowej z
palca zostatl pobrany na bibuly skriningowe (Eastern Business Forms INC, Greenville,
USA). Bibuly nastgpnie suszono w temperaturze pokojowej, z dala od promieni
stonecznych przez 4-16 godzin. Nast¢pnie bibuly przechowywano w temperaturze
pokojowej do czasu izolacji.

Suche plamy krwi o wymiarach okoto 7x7 mm wycigte przy pomocy skalpela byty
nastepnie izolowane metoda izolacji kolumienkowej (NucleoSpin, Macherey-Nagel,
Diiren, Niemcy). Stezenie DNA oceniano dwukrotnie: metodg qPCR z uzyciem krzywe;j
rozcienczen seryjnych i spektrofotometrycznie (NanoDrop, Thermo Scientific NanoDrop

Technologies, Wilmington, Delaware, USA).

Analiza wzglednej dlugosci telomerow

Wzgledng dlugos¢ telomerdw okreslono za pomoca metody ilosciowej tancuchowej reakcji
polimeryzacji (QPCR) ustalonej przez Cawthona i wsp. (242). Do reakcji uzyto uprzednio
zaprojektowane startery (Tabela 7.). Jako genu referencyjnego o pojedynczej kopii uzyto
gen HBB kodujacy B-globing.

Tabela 7. Startery uzyte w reakcji okreslajgcej wzgledng dlugosé telomerow.

telg ACACTAAGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTTGGGTTAGTGT

telc TGTTAGGTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTATCCCTAACA

hbgu CGGCGGCGGGCGGCGCGGGCTGGGCGGCTTCATCCACGTTCACCTTG

hbgd GCCCGGCCCGLCCGCGCCCGTCCCGCCGGAGGAGAAGTCTGCCGTT
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Reakcje amplifikacji sekwencji telomeréw przebiegaty z nastgpujacym profilem
termicznym: 95°C przez 10 minut, 15 sekund w 95°C (2 powtdrzenia), a nastepnie 15
sekund w 45°C; 40 cykli: 15 sekund w 95°C, 15 sekund w 60°C, 1 minuta w 70°C a
nastgpnie akwizycja sygnalu. Krzywa topnienia w celu weryfikacji produktu PCR
obejmowata 15 sekund w temperaturze 95°C oraz 71 cykli o wzrastajgcej temperaturze o
0,5°C (60-95°C). Reakcje amplifikacji dla pojedynczej kopii genu przebiegaly z
nastgpujacym profilem termicznym: 95°C przez 10 minut, 55 cykli: 15 sekund w 95°C,
1 minuta w 60°C z akwizycja sygnatu. Krzywa topnienia rozpoczynata si¢ 15 sekundami
w 95°C, a nastepnie zwigkszono temperature o 0,5°C (60-95°C) w celu weryfikacji
produktu PCR. W kazdej reakcji obliczano jej wydajnos¢.

Aby odzwierciedli¢ nature analizowanego DNA, probka DNA stanowigca standard
dla krzywej rozcienczen sktadata si¢ z DNA wyekstrahowanego z petnej krwi, jak rowniez
DNA wyekstrahowanego z probek krwi pobranych na bibute (243). Do kazdego pomiaru
wykorzystywano dwukrotne seryjne rozcienczenie 6-punktowej krzywej standardowej
(zakres 25,0-0,8 ng/ul). Krzywa standardowa byla przygotowywana dla kazdej
analizowane]j plytki. Kazdy punkt krzywej standardowej byt analizowany w trzech
powtdrzeniach, podobnie jak probki od pacjentow. W celu ograniczenia btedu w skrajnych
dotkach ptytki nie uzywano ich podczas pomiaru (244). Wszystkie pomiary zostaty
wykonane przez jednego operatora w celu zmniejszenia btedu pipetowania. Diugosé

produktu PCR sprawdzono metoda elektroforezy w zelu agarozowym.
Standaryzowana wzgledna dlugo$¢ telomerow obliczono przy pomocy wzoru:

Zscore = (X—Xsr) / SD

gdzie:
Zscore — WYNIik standaryzowany, SD — odchylenie standardowe normy
X — pomiar uzyskany u badanego, (uzyskane w grupie kontrolnej zdrowych
Xs:— $rednia normy (uzyskana w grupie ochotnikow)

kontrolnej zdrowych ochotnikdéw)

Elektroforeza agarozowa DNA

Agaroze w ilosci 5,6 g (Agarose, LE, Analytical Grade, Promega) rozpuszczano w 160 ml

buforu TBE 1x st¢zonego (89 mM Tris-boran i 2 mM EDTA, pH 8.3) do uzyskania stgzenia
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3,5%. Przygotowang agaroz¢ podgrzewano do rozpuszczenia, a po ostudzeniu, dodawano 5 pl
odczynnika SimplySafe (EurX, Gdansk, Polska) lub 3ul bromku etydyny. Zel przenoszono do
aparatu do elektroforezy (Thermo Fisher EasyCast B2Mini Gel Electrophoresis Systems).
Rozdziat probek prowadzono w 1x stezonym buforze TBE (Sigma Aldrich, Saint Louis, USA)
rozcienczonym za pomocg wody demineralizowanej (0,05 uS/cm (25 °C)), przy napigciu pradu
110 V. Proby obcigzano odczynnikiem Blue/Orange Loading Dye (Promega). Analize dtugosci
prazkow na zelu umozliwiat wzorzec dtugosci DNA (FastRuler Ultra Low Range DNA Ladder,
Thermo Scientific). Wizualizacje zeli przeprowadzano z wykorzystaniem systemu Kodak

GelLogic 200 Imaging System (Hyland Scientific, Stanwood, USA).

3.3.3. Stan odzywienia uczestnikéw badan

Stan odzywienia pacjentow 1 ochotnikow zostal oceniony na podstawie pomiaréw
antropometrycznych:

e wysokosci ciata [cm],

e masy ciala [kg],

e wskaznika masy ciata (ang. body mass index, BMI)[kg/m?].
w odniesieniu do norm populacyjnych (236). Wartosci standaryzowane wysokosci ciata, masy

ciata i BMI (ang. z-score) otrzymano korzystajac z nastepujacego wzoru:

Zscore = (X—Xsr) / SD

gdzie:
Zscore — WYNik standaryzowany, SD — odchylenie standardowe normy
X — pomiar uzyskany u badanego, (uzyskane w grupie odpowiadajacej pod
Xsr — Srednia normy (uzyskana w grupie wzgledem wieku 1 plci badanemu
odpowiadajacej pod wzgledem wieku i dziecku)

plci badanemu dziecku),
W badaniu polimorfizméw w NZJ stan odzywienia dodatkowo zostal oceniony przy

pomocy stezenia albumin w osoczu [g/dl] (norma: 3,5-5,0 g/dl).

3.3.4. Analiza statystyczna

W badaniu zwigzku migdzy polimorfizmami a cigzko$cig przegiegu NZJ przyjeto, ze

roéznice obserwowane pomiedzy genotypami wynosza ok. 20% (SD=50%, wspotczynnik
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alokacji=1,5), stad otrzymano liczebno$¢ proby 208 osob (o = 0,05; = 0,2). W celu oceny
zwigzku wybranych polimorfizméw z parametrami o charakterze porzadkowym
zastosowano nieparametryczng analiz¢ wariancji testem Kruskala-Wallisa. Do analizy
statystycznej uzyskanych wynikéw badan zastosowano takze test nieparametryczny dla
zmiennych niepowigzanych — dwustronny test Fishera. Nie uwzgledniano obserwacji,
jezeli licznos¢ probki byla mniejsza niz 10. Wnioski obejmujg wyniki o istotnosci

statystycznej p<0,01.

W badaniu wzglednej dlugosci telomerow w mukowiscydozie wielko$¢ proby
zostatla obliczona na podstawie wzglednej dlugosci telomeréw obserwowanych u
pacjentdw z innymi ci¢zkimi chorobami oraz oséb zdrowych. Do obliczen przyjeto, ze
roznice wzglednej dlugosci telomeréw obserwowane pomigdzy pacjentami a zdrowymi
osobami sg wigksze niz 20% (SD=25%), stad otrzymano liczb¢ 25 oséb w kazdej grupie
(0=0,05, p=0,2). Charakter rozktadu wartosci oceniano za pomocg testu Shapiro-Wilka.
Réznice miedzy srednimi zmiennych z rozktadem normalnym byly testowane za pomoca
testu t-Studenta, w przeciwnym razie weryfikowano réznicg median za pomocg testu U
Manna-Whitneya. R6znice wariancji zmiennych mi¢dzy dwiema grupami (pte¢, choroba)
zbadano za pomoca testu Fishera-Snedecora. Roéznice wariancji zmiennych migdzy
grupami wickowymi testowano za pomoca testu Levene'a i testu Turkey’a, a takze testu
Fishera-Snedecora. Zmienne kategoryczne porownano dwustronnym testem Fishera. Za
poziom istotnosci Statystycznej przyjeto p<0,05. Do obliczen statystycznych wykorzystano
oprogramowanie STATISTICA 13.1 (TIBCO, Palo Alto, USA) i GraphPad Prism
(GraphPad Software, San Diego, USA).

3.3.5. Zagadnienia etyczne

Protokot badania dotyczacego polimorfizméw w nieswoistych zapaleniach jelit otrzymat
zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu (zgoda 960/15 ze zmianami 796/16 i 1222/16). Protokot badania wzglednej
dlugosci telomerow w mukowiscydozie zostatl zatwierdzony przez Komisj¢ Bioetyczng
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (zgoda 692/17, ze
zmianami 199/18 i 713/18). Otrzymano $wiadomg pisemng zgod¢ na badanie od rodzicow

kazdego pacjenta.
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4. WYNIKI

4.1. BADANIE DOTYCZACE POLIMORFIZMOW W NIESWOISTYCH ZAPALENIACH JELIT

4.1.1. Charakterystyka badanej grupy

Badanie obejmowato 311 pacjentow chorych na NZJ (kobiety n = 137, m¢zczyzni = 174)
(Tabela 8.). Wsréd badanych byty 174 osoby z ChLC i 137 0séb z WZIG [sic.]. Srednia

wieku rozpoznania choroby wynosita 11 lat (SD=4 lata) (Tabela 8.). Sredni czas trwania

choroby u wszystkich pacjentéw wynosit 3 lata, natomiast u polowy pacjentow czas

trwania choroby miescit si¢ w zakresie 1-4 lat. Najciezszy rzut choroby okreslono u 269

pacjentow i przypadatl on na okoto 13 rok zycia. (Tabela 9.)

Tabela 8. Charakterystyka epidemiologiczna pacjentow w momencie wilaczenia do

badania.
Wrzodziejace Choroba
Razem zapalenie jelita Lesniowskiego-
grubego Crohna
Liczebno$¢ (%) n=311 n=137 (44.1) n=174 (55.9)
Ple¢
Megzczyzni 174 71 103
Kobiety 137 66 71
Megzczyzni:kobiety 1.27:1 1.08:1 1.45:1
wiek,
[lata]
Xgr = SD 14,3+ 3,2 13,8+ 3,6 14,7+ 2,8
Mediana 15,0 14,8 15,0
(1-3 kwartyl) (12,6-16,8) (11,8-16,7) (13,2-17.0)
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Tabela 9. Dane epidemiologiczne dotyczgce wieku rozpoznania, czasu trwania choroby i

wieku najciezszego rzutu u pacjentéw z NZJ.

Parametr
Wrzodziejace Choroba
Xs'r:t SD . Warto$c
; n Razem zapalenie jelita | Lesniowskiego-
Mediana (1-3 p
grubego Crohna
kwartyl)
Wiek n=311
] 11,3+4,1 10,8+4,4 11,7+3,7 01508
rozpoznania | WZJG=137 '
12,0 (8,7-14,3) 11,5 (7,3-14,5) 12,3 (9,9-14,2)
[lata] CHLC=174
Czast i n=3tl 3,0£2,8 3,0+£2,9 3,0+2,8
zas trwania ,0£2, 0£2, U2,
horoby [lata] WaIG=L3T 2,3(0,9-4,2) 2,3(0,8-4,2) 2,3(1,0-4,2) et
C Oro a a ) ) - 1 1 ) - ) 1 ) - )
Y ChLC=174
Wiek w chwili|  n=269
12,9+3,6 12,2+4,1 13,4+3,1 00917
najcigzszego | WZJG=120 '
13,5(10,8-15,7) | 13,2 (10,0-15,6) | 13,6 (11,6-15,7)
rzutu [lata] | CHLC=149

Wiek rozpoznania, czas trwania choroby i wiek w chwili najciezszego rzutu nie roznity si¢

istotnie statystycznie migdzy WZJG 1 ChLC.

4.1.2. Stan odzywienia uczestnikow badania

Wysokos$¢ 1 masa ciata oraz wskaznik masy ciata (ang. body mass index, BMI) pacjentow

z WZJG 1 ChLC nie roznily si¢ istotnie statystycznie, zarOwno w momencie rozpoznania,

jak i w najcigzszym rzucie (Tabela 10.). Standaryzowane wartosci wysokosci ciata, masy

ciata i BMI [z score] roznily si¢ istotnie statystycznie migdzy pacjentami z WZJG a ChLC

(Tabela 10.).
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Tabela 10. Parametry antropometryczne uczestnikow badania chorych na nieswoiste

zapalenia jelit.

Parametr Wrzodziejace Choroba
) o Warto$¢
Mediana (1-3 n Razem zapalenie jelita Lesniowskiego-
kwartyl) grubego Crohna P
M iat n=2%4 38,8+16,5 38,5+17,1 39,1+16,0
asa ciala prz ,8+16, oxl7, 110,
TP Wzae=127 0,7570
rozpoznaniu [kg] 37,3 (26,6-51,0) 37,2 (23,5-52,0) 38,0 (27,2-49,0)
CHLC=167
Masa ciata w n=257
) ) 43,3+16,2 43,5+17,6 43,2+15,1 07816
najgorszym rzucie | WZJG=113 '
43,0 (30,4-53,5) 45,5 (30,0-55,7) 42,0 (30,7-52,4)
[ko] ChLC=144
Wysokos¢ ciata n=290
] 146,2+24,4 144,8+26,7 147,2+22,6 07320
przy rozpoznaniu | WZJG=123 ’
150,0 (133,0-164,4)|150,0 (128,0-166,0)| 150,0 (137,0-163,0)
[cm] ChLC=167
Wysokos¢ ciata w n=258
152,8+21,2 151,2+24,5 154,0+18,2 09987
najciezszym rzucie| WZJG=112 '
157,0 (142,0-168,0)|158,0 (139,3-171,0)| 156,5 (145,0-167,0)
[cm] ChLC=146
BMI przy n=255
] 25,6+7,7 25,5+7,6 25,7+7,8 0.9830
rozpoznaniu WzZJG=123 '
25,1 (19,3-31,0) 25,3 (18,9-31,4) 24,8 (19,3-30,5)
[kg/m?] ChLC=167
BMI w n=255
27,5+8,0 27,7£8,3 27,3+7,8 0.6614
najciezszym rzucie| WZJG=110 '
27,1 (21,4-32,2) 28,1 (21,3-33,2) 26,5 (22,0-31,6)
[kg/m?] ChLC=145
Masa ciata przy n=294
. -0,49+1,13 -0,33+1,02 -0,61+1,20 0.0075
rozpoznaniu WZzZJG=127 '
-0,60 ([-1,25]-0,07) |-0,41 ([-1,04]-0,17) |-0,75 ([-1,39]-[-0,04])
[z score] ChLC=167
Wysokos¢ ciata n=290
) -0,24+1,21 -0,01+1,15 -0,40+1,23 0.0039
przy rozpoznaniu | WZJG=123 '
-0,21 ([-1,10]-0,51) | 0,03 ([-0,76}-0,71) | -0,40 ([-1,38]-0,42)
[z score] ChLC=167
BMI przy n=290
] -0,51+1,08 -0,42+0,92 -0,57+1,18
rozpoznaniu W2ZJG=123 0,0351
-0,62 ([-1,17]-0,07) |-0,48 ([-0,92]-0,11) | -0,75 ([-1,37]-0,07)
[z score] ChLC=167
Masa ciata w n=256
_ _ -0,54+1,17 -0,28+1,05 -0,73+1,22
najgorszym rzucie | WZJG=112 0,0003
-0,68 ([-1,28]-0,00) [-0,54 ([-0,91]-0,21) |-0,85 ([-1,47]-[-0,21])
[z score] ChLC=144
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Wysokos¢ ciata w

n=257

) ] -0,31+1,15 0,02+1,02 -0,57+1,19
najgorszym rzucie | WZ2JG=111 0,0001
-0,31 ([-1,09]-0,42) |-0,08 ([-0,62]-0,65) | -0,48 ([-1,33]-0,23)
[z score] ChLC=146
BMI j n=253 0,50+1,19 0,35+1,11 0,62+1,23
W najgorszym -0,50+1, -0,35+1, -0,02+1,
i [Jg )]/ W2IG=109 0,72 ([-1,29]-0,08) |-0,65 ([-1,00]-0,08) | -0,82 ([-1,42]-0,06) nozet
rzucie [z score -0, -1,29]-0, -0, -1,00]-0, -0, -1,42]-0,
ChLC=144
n=168
A* masa ciala -0,09+0,73 -0,11+0,83 -0,09+0,65 0.4091
[ ] W2IG=73 0,10 ([-0,49]-0,26) |-0,17 ([-0,56]-0,17) | -0,07 ([-0,45]-0,31) |
ZSCOre - ) - i) - i) - ) - i) - i) - i) - ) - )
ChLC=95
A* ki 1 n=168 0,10+0,76 0,03+0,73 0,14+0,78
soko$¢ ciata -0,10+0, -0,03+0, -0,14+0,
WE, ] weale=rt 0,12 ([-0,48]-0,16 | -0,13 ([-0,42]-0,16 | -0,07 ([-0,56]-0,14) heT
Zscore - ) - i) - i) - ) - i) - i) - i) - ) - )
ChLC=97
n=167
A* BMI -0,05+0,77 -0,06+0,84 -0,04+0,71 06469
WzZJG=71 ’
[z score] -0,07 (]-0,43]-0,28) |-0,07 ([-0,51]-0,31) | -0,07 (]-0,40]-0,23)

ChLC=96

*A — roznica miedzy wartoscig z momentu najcigzszego rzutu a wartosciqg z momentu rozpoznania

Pacjenci z ChLC prezentowali nizsze poziomy albumin niz pacjenci z WZJG (Tabela 11).

Tabela 11. Stgzenie albumin u pacjentow w badanych grupach.

Parametr o
Wrzodziejace Choroba
Xsér + SD o
] n Razem zapalenie jelita |Lesniowskiego- |Wartos¢ p
Mediana
grubego Crohna
(1-3 kwartyl)
Albuminy w n=261
. 3,95+0,59 4,07+0,59 3,86+0,58
momencie WZJG=110 0,0028
] 4,00 (3,60-4,40)| 4,16 (3,70-4,49) |3,87 (3,52-4,30)
rozpoznania [g/dl] | ChLC=151
Albuminy w
) n=243
momencie 3,96+0,561 4,07+0,540 3,88+0,565
) WZJG=99 0,0051
najgorszego rzutu 4,00 (3,60-3,60)| 4,19 (3,79-4,42) |3,90 (3,50-4,30)
ChLC=144
[g/dl]
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4.1.3. Ekspresja kliniczna nieswoistych zapalen jelit

Lokalizacja

Tabela 12. Lokalizacja i charakter choroby Lesniowskiego-Crohna wg Klasyfikacji

Paryskiej w momencie rozpoznania choroby.

Klasyfikacja paryska w momencie rozpoznania

Liczebnos¢ (%)

A — wiek w momencie Ala: 0-9 lat 98 (31,5)
rozpoznania
Alb: 10-16 lat 200 (64,3)
n=311
A2: 17-40 lat 13 (4,2)
L — Lokalizacja L1 40 (20,6)
n=194 L2 35 (18,0)
L3 88 (45,4)
L4a 23 (11,9)
L4b 8(4,1)
B — Charakter Bl 127 (80,4)
n=158 B2 12 (7,6)
B3 17 (10,7)
B2B3 2(1,3)
G — wzrost 0 127 (81,4)
n=156 1 29 (18,6)
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Tabela 13. Lokalizacja i charakter choroby Lesniowskiego-Crohna wg Klasyfikacji

Paryskiej w momencie najgorszego rzutu choroby.

Klasyfikacja paryska w momencie najgorszego rzutu

Liczebnos¢ (%)

A — wiek w momencie Ala: 0-9 lat 49 (19,7)

najcigzszego rzutu

=249 Alb: 10-16 lat 200 (80,3)
A2: 17-40 lat 0(0)

L — Lokalizacja L1 29 (18,0)

n=161 L2 22 (13,7)
L3 82 (50,9)
L4a 19 (11,8)
L4b 9 (5.6)

B — Charakter B1 98 (72,6)

n=135 B2 16 (11,9)
B3 18 (13,3)
B2B3 3(2,2)

G — wzrost 0 106 (78,5)

n=135 1 29 (21,5)
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Tabela 14. Lokalizacja i charakter wrzodziejacego zapalenia jelita grubego wg Klasyfikacji

Paryskiej w momencie rozpoznania choroby.

Klasyfikacja Paryska w momencie rozpoznania Liczebnos¢ (%)
E1l 15(11,1)
E E2 28 (20,7)
n=135 E3 25 (18,5)
E4 67 (49,7)
S SO 89 (73,0)
n=122 S1 33 (27,0)

Tabela 15. Lokalizacja i charakter wrzodziejacego zapalenia jelita grubego wg Klasyfikacji

Paryskiej w momencie najgorszego rzutu choroby.

Klasyfikacja Paryska w momencie najgorszego rzutu Liczebnos¢ (%)
E El 7(6,7)
n=104 E2 22 (21,2)

E3 18 (17,3)

E4 57 (54,8)
S ) 58 (55,8)
n=104 s1 46 (44,2)
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Ocena stanu zapalnego

Pacjenci z WZJG prezentowali znaczgco mniejsze wartosci st¢zen CRP niz pacjenci z

ChLC, zarowno w momencie rozpoznania jak i najciezszego rzutu (Tabela 16.).

Tabela 16. Stezenie biatka C-reaktywnego (CRP) u pacjentow w badanych grupach.

Parametr
Wrzodziejace Choroba
Xér+SD - Wartos¢
_ n Razem zapalenie jelita |Le$niowskiego-| " artoscp
Mediana
grubego Crohna
(1-3 kwartyl)
CRP i n=264 16,7+26,9 8,5+14,9 22,6+£31,7
W momencie , (+26, ,ot14, ,0+31,
ia [mg/1] WeJG=110 6,7 (1,4-20,2) | 2,3(0,7-10,9) | 13,3 (2,5-28,5) oo
rozpoznania [m 7 (1,4-20, 3 (0,7-10, 3 (2,9-28,
P ’ ChLC=154
CRP w momencie n=235
) 20,7+33,4 13,8+26,9 254436,5 | 4 9001
najgorszego rzutu | WZJG=96 :
7,1(1,9-25,0) | 3,4(1,1-13,9) |14,4(3,0-3L3)
[ma/1] ChLC=139

WskaZniki aktywnosci choroby

Na podstawie dokumentacji medycznej okreslono wskaznik aktywnosci ChLC dla 88,5%

pacjentdw z w momencie rozpoznania i 78,2% w momencie najci¢zszego rzutu. Podobnie

w przypadku chorych na WZJG wskaznik okre$lono u 87,6% pacjentow W momencie

rozpoznania i 78,8% w momencie najci¢zszego rzutu (Tabela 17.).

Tabela 17. Wskazniki aktywnos$ci choroby u pacjentéw z choroba Lesniowskiego-Crohna

1 wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego w momencie rozpoznania 1 w momencie

najci¢zszego rzutu.

Wskaznik aktywnosci choroby . -
Xér+ SD W momencie rozpoznania W momencie najcigzszego
Mediana (1-3 kwartyl) rzutu
ChLC =154 ChLC =136
PCDAI 34415 42416
34 (23-50) 48 (30-54)
WZJG=120 WZJ)G=108
PUCAI 43+19 52420
45 (28-60) 50 (35-70)
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Wspotwystepowanie innych chorob oraz objawow pozajelitowych

Wsrod objawow pozajelitowych najczesciej stwierdzano objawy dotyczace stawow, skory,
pierwotne stwardniajgce zapalenie drog zotciowych (ang. primary sclerosing cholangitis,
PSC) i alergie (w tym wziewne i pokarmowe) (Tabela 18.). Do czgstych chordb
wspotwystepujacych z NZJ nalezaty: celiakia (n=11), astma oskrzelowa (n=11), otylos¢

(n=4), choroba refluksowa przetyku (n=3), padaczka (n=3), niedoczynnos¢ tarczycy (n=3).

Tabela 18. Najczesciej prezentowane objawy pozajelitowe w badanych grupach pacjentow.

Objawy Wrzodziejace zapalenie | Choroba Le$niowskiego-
pozajelitowe jelita grubego Crohna Warto$é p
n (%) n=137 n=174
Alergia 20 (14,6) 28 (16,1) 0,7540
Objawy stawowe 12 (8,8) 26 (14,9) 0,1172
PSC 10 (7,3) 0(0,0) 0,0002
Objawy skorne 9 (6,6) 29 (16,7) 0,1229

Stosowane leczenie

Do najczesciej stosowanych form leczenia nalezaty: glikokortykosteroidoterapia
systemowa (62,7%), leczenie immunosupresyjne (74,0%) oraz leczenie biologiczne
(41,8%). Odnotowano réznice W czestosci stosowania wszystkich badanych grup lekow
miedzy pacjentami z WZJG a ChLC (Tabela 19.). Pacjenci z ChLC czgéciej otrzymywali
leczenie immunosupresyjne (w postaci preparatow azatiopryny i metotreksatu) oraz
biologiczne (w tym infliksimab), natomiast wigksza liczba pacjentow z WZJG byta leczona
preparatami cyklosporyny i glikokortykosteroidow (w tym prednizonem) (Tabela 18.).
Srednia liczba kurséw leczenia glikokortykosteroidami dla pacjentow z WZJG wynosita
1,75 (SD=1,61), a dla pacjentoéw z ChLC 1,31 (SD=1,30). Mediany liczby kursow w obu
grupach roznity sie statystycznie istotnie (WZJG 1 (1-2) vs. ChLC 1 (0-2), p=0,0163).
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Tabela 19. Stosowane leczenie u pacjentow z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego

i chorobg Le$niowskiego-Crohna.

Wrzodziejace Choroba
Stosowane leczenie zapalenie jelita Lesniowskiego-
" %) grubego Crohna Wartos¢ p
n=137 n=174
Glikokortykosteroidoterapia 100 (73,0) 95 (54,6) 0,0009
systemowa
Metyloprednizolon 30 (21,9) 31 (17,8) 0,3906
Prednizon 71 (51,8) 68 (39,1) 0,0291
Hydrokortyzon 5 (3,6) 4(2,3) 0,5141
Leczenie immunosupresyjne 87 (63,5) 143 (82,2) 0,0003
Azatiopryna 82 (59,9) 138 (79,3) 0,0003
Metotreksat 3(2,2) 16 (9,2) 0,0150
6-merkaptopuryna 4(2,9) 2(1,0) 0,4108
Cyklosporyna 20 (14,6) 6 (3,4) 0,0007
Mykofenolan mofetylu 0(0,0) 2 (1,1 0,5055
Takrolimus 0(0,0) 1(0,6) 1,0000
Sulfasalazyna 0(0,0) 1(0,6) 1,0000
Leczenie biologiczne 35 (25,5) 95 (54,6) <0,0001
Infliksimab 33(24,1) 92 (52,9) <0,0001
Adalimumab 9 (6,6) 12 (6,9) 1,0000
Golimumab 2 (1,5 0(0,0) 0,1933
Vedolizumab 2 (1,5 0(0) 0,1933
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Sredni wiek wiaczenia immunosupresji u pacjentéw z WZIG i ChLC nie réznit si¢ (Tabela

20.), natomiast w przypadku terapii biologicznej pacjenci z WZJG byli znaczgco mtodsi od

pacjentow z ChLC w momencie wilgczenia tej formy leczenia (Tabela 20.)

Tabela 20. Wiek wlaczenia leczenia immunosupresyjnego i biologicznego w badanych

grupach pacjentow.

Wiek wiaczenia

leczenia [lata] Wrzodziejace Choroba
Wartos¢
Xsér+ SD n Razem zapalenie jelita | Le$niowskiego-
p
Mediana grubego Crohna
(1-3 kwartyl)
n=227
11,5+4,0 10,8+4,5 12,0+£3,7
Immunosupresja | WZJG=85 0,1532
12,4 (9,2-14,3) | 11,5(8,0-14,5) | 12,6 (10,0-14,3)
ChLC=142
n=126
12,6+3,7 10,9+4,7 13,2+3,1
Terapia biologiczna | WZJG=34 0,0277
13,5(10,7-15,3) | 11,6 (6,3-15,0) | 13,7 (11,0-15,4)
ChLC=92

Czas od rozpoznania do wiaczenia leczenia immunosupresyjnego oraz biologicznego nie

roznit si¢ dla chorych z WZJG i ChLC (Tabela 21.).
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Tabela 21. Czas od rozpoznania choroby do wiaczenia leczenia immunosupresyjnego i

biologicznego w badanych grupach pacjentow.

Czas od

rozpoznania do

wlaczenia leczenia Wrzodziejace Choroba
o Wartos¢
[miesigce] n Razem zapalenie jelita | Le$niowskiego-
Xsér+ SD grubego Crohna P
Mediana
(1-3 kwartyl)
n=227
_ 7,5+14,8 8,0+15,9 7,3+14,8 0.3108
Immunosupresja | WZJG=85 :
2,0 (0,0-8,2) 2,4 (0,0-9,2) 1,0 (0,0-7,0)
ChLC=142
n=126
o ] 21,3+24,0 19,24+20,0 22,1+25,4 09343
Terapia biologiczna| WZJG=34 '
13,6 (5,6-26,9) | 12,6 (7,2-26,9) | 14,1 (4,5-28,0)
ChLC=92
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U 9,6% pacjentow z NZJ stosowano rowniez leczenie chirurgiczne (Tabela 22.). Pacjenci

z ChLC czesciej przechodzili interwencje chirurgiczne w tym zabieg resekcji.

Tabela 22. Stosowane leczenie chirurgiczne u pacjentdow z wrzodziejacym zapaleniem

jelita grubego i1 chorobg Lesniowskiego-Crohna.

Wrzodziejace Choroba
Interwencje chirurgiczne zapalenie jelita Le$niowskiego-
Warto$¢ p
grubego Crohna
n (%)

n=137 n=174
Interwencje chirurgiczne ogotem 3(2,2) 27 (15,5) 0,0001
Kolektomia 3(2,2) 4(2,3) 0,6978
Resekcja 0 (0,0 12 (6,9) 0,0030
Chirurgia przetoki 0(0,0) 3(1,7) 0,2582
Zabieg po perforacji 0(0,0) 3(1,7) 0,2582
Chirurgia ropnia 0(0,0) 5(2,9) 0,0694

Sredni wiek interwencji oraz czas od rozpoznania do pierwszej interwencji chirurgicznej

nie roznit si¢ dla chorych z WZJG i ChLC (Tabela 23.)
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Tabela 23. Charakterystyka interwencji chirurgicznych u pacjentow z wrzodziejacym

zapaleniem jelita grubego i chorobg Le$niowskiego-Crohna.

Parametr
Wrzodziejace Choroba
Xsr £+ SD o
] n Razem zapalenie jelita | Lesniowskiego- | Warto$¢ p
Mediana
grubego Crohna
(1-3 kwartyl)
Wiek w chwili n=32
) B 13,2+3,3 10,9+4,6 13,7+2,8
1. interwencji WZzJG=6 0,2368
o ] 14,2 (11,3-15,6)| 10,0 (6,8-15,6) | 14,4 (13,1-15,6)
chirurgicznej [lata] | ChLC=26
Czas trwania choroby 28
n=
do 1. interwencji 25,24+25,8 20,9+15,8 25,94+27,3
o ] WzJ)G=4 0,9737
chirurgicznej 19,9 (2,9-39,8) | 22,7 (8,8-33,0) | 17,6 (2,5-42,1)
ChLC=24
[miesigce]
Czas od rozpoznania n=7
§ 23,5+16,6 15,4+13,9 29,6+17,5
do kolektomii WZJG=3 0,2159
28,7 (5,0-41,1) | 16,7 (0,9-28,7) | 35,1 (17,1-42,1)
[miesigce] ChLC=4
Wiek w chwili n=7
§ 13,0+4,9 13,245,6 12,845,3
kolektomii WZJG=3 0,5959
14,8 (6,8-16,9) | 15,6 (6,8-17,1) | 14,6 (9,8-15,9)
[lata] ChLC=4
Czas od rozpoznania 31,0+£31,6
ChLC=10
do resekcji [miesigce] 31,0 (11,6-56,8)
Wiek w chwili 13,4+1,9
ChLC=10

resekcji [lata]

13,9 (13,3-14,7)

4.1.4. Ocena ciezkosci przebiegu nieswoistych zapalen jelit

Na podstawie dostepnej dokumentacji medycznej wykazano, ze parametry takie jak liczba

hospitalizacji, dni hospitalizacji, zaostrzen oraz cigzkich rzutow nie rdznig si¢ w zaleznosci

od jednostki chorobowej (Tabela 24.).
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Tabela 24. Wybrane parametry okreslajace ciezko$¢ przebiegu nieswoistych zapalen jelit

u pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego i chorobg Lesniowskiego-Crohna.

Liczba
Wrzodziejace Choroba
XS'r:': SD . ; ;
] n Razem zapalenie jelita | Lesniowskiego- |[Wartos¢ p
Mediana
grubego Crohna
(1-3 kwartyl)
o n=267
Hospitalizacje z 2,2+2,3 2,4+23 2,0+2,3
| WZJG=117 0,0692
powodu zaostrzenia 1,0 (1,0-3,0) 2,0 (1,0-3,0) 1,0 (1,0-2,0)
ChLC=150
Hospitalizacje z n=198
0,8+0,8 1,0+0,9 0,7+0,7
powodu WzJG=83 0,1419
) 0,7 (0,3-1,6) 0,7 (0,3-1,3) 0,5 (0,2-0,8)
zaostrzenia/rok ChLC=116
. e n=262
Dni hospitalizacji z 20,4+31,7 20,3+23,4 20,5+37,0
| WZJG=115 0,7440
powodu zaostrzenia 12,0 (5,0-27,0) 13,0 (4,0-30,0) 11,0 (6,0-21,0)
ChLC=147
Dni hospitalizacji z n=198
6,6+7,4 7,8+£8.,3 5,7£6,5
powodu WZJG=83 0,3963
) 4,6 (1,5-7,8) 5,3 (1,7-9,7) 4,3 (1,4-7,1)
zaostrzenia/rok ChLC=115
] n=260
Zaostrzenia od 2,3+2,6 2,6+29 2,0+£2,2
N ~ | WZJG=114 0,1855
chwili rozpoznania 2,0 (1,0-3,0) 2,0 (1,0-3,0) 1,0 (1,0-2,0)
ChLC=146
Zaostrzenia od n=198
- 0,84+0,9 1,0+£1,2 0,6+0,6
chwili WZJG=83 0,1852
] 0,6 (0,3-1,0) 0,7 (0,3-1,2) 0,5 (0,2-0,9)
rozpoznania/rok | ChLC=115
n=252
Cigzkie rzuty od 0,9+1,0 0,8+1,0 1,0+1,0
) WZzJG=111 0,1132
rozpoznania 1,0 (0,0-1,0) 1,0 (0,0-1,0) 1,0 (0,0-1,0)
ChLC=141
n=195
Cigzkie rzuty od 0,3+£0,4 0,3+0,4 0,3+0,4
] WZJG=83 0,4910
rozpoznania/rok 0,2 (0,0-0,5) 0,1(0,0-0,5) 0,2 (0,0-0,5)
ChLC=112
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4.1.5. Ocena subiektywnych doznan psychofizycznych w trakcie przebiegu choroby
przewleklej

Subiektywne odczucie bolu nie r6znito si¢ znaczgco wsrdd pacjentow z WZJG i1 ChLC na
zadnym etapie oceny (moment rozpoznania, najintensywniejsze nasilenie objawow |
wlaczenie do badania) (Tabela 25.). Subiektywne odczucie lgku zwigzanego z chorobg i
leczeniem w momencie rozpoznania oraz w okresie najintensywniejszego nasilenia
objawow byto takze zblizone, zaobserwowano natomiast roznice w odczuwaniu leku
zwigzanego z chorobg w momencie wilgczenia do badania (odczucie leku wigksze dla
WZJG). W momencie rozpoznania choroby ograniczenia wynikajace z choroby w
aktywnos$ci spotecznej i uczestnictwie w zajeciach szkolnych nie réznily si¢ pomiedzy
grupami. Pacjenci z WZJG bardziej odczuwali ograniczenia w uczestnictwie w zajeciach
szkolnych od pacjentow z ChLC w okresie najintensywniejszego nasilenia dolegliwosci.
Aktualna ocena ograniczen w kontaktach towarzyskich i uczestnictwie w zajgciach
szkolnych byta statystycznie rozna w obu jednostkach chorobowych na niekorzys¢ WZIJG.
Ogolna sumaryczna ocena doznan psychofizycznych rdzni si¢ w obu grupach pacjentow.
Osoby z WZJG osiagaly wyzsza punktacj¢ podsumowujac wszystkie badane aspekty.
Rozktad odpowiedzi w ankiecie subiektywnych doznan psychofizycznych przedstawiono

za pomoca histogramow (Ryc. 1-4.).
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Tabela 25. Subiektywne doznania psychofizyczne u pacjentéw z wrzodziejgcym

zapaleniem jelita grubego i chorobg Le$niowskiego-Crohna.

Subiektywne doznania

) Wrzodziejace Choroba
psychofizyczne i ) ] Warto$é
n Razem zapalenie | Les$niowskiego-
Moda o p
] jelita grubego Crohna
Mediana (1-3 kwartyl)
Subick dezucie bl =287 ! ! 8
ubiektywne odczucie bolu w
W _ WZIG=129 | 4 4g 0,4729
momencie rozpoznania (4-8) 6 (4-8) 7 (4-8)
ChLC=158
Subiektywne odczucie bolu w n=285 10 10 10
okresie najintensywniejszego | WZJG=130 0,5633
8 (6-10) 8 (6-10) 8 (6-10)
nasilenia dolegliwosci ChLC=155
n=288 0 0 0
Aktualne, subiektywne
W WZJG=130 01720
odczucie bolu 1(0-3) 1(0-3) 1(0-2)
ChLC=158
Subiektywne odczucie niepokoju
(leku) zwi horobg i | o0 5 > 8
ZW13zanego zZ choro 1
v Aeanes P Wzic=129 £ (9.7 5 (2.7 02227
leczeniem w momencie (2-7) 5(3-8) (2-7)
) ChLC=157
rozpoznania choroby
Subiektywne odczucie niepokoju
(Igku) zwigzanego z choroba i n=288 8 8 8
leczeniem w okresie WZzJG=130 01117
. - o 7(4-8) 7(5-9) 6,5 (4-8)
najintensywniejszego nasilenia | ChLC=158
dolegliwosci
Aktualne, subiektywne odczucie n=288 0 0 0
niepokoju (leku) zwigzanego z | WZJG=130 0,0486
pokoju (Ieku) zwiazaneg 2 (1-4) 2 (1-5) 1,5 (0-3)
chorobg i leczeniem ChLC=158
Ograniczenie kontaktow n=287 0 0 0
towarzyskich w momencie WZzJG=130 0,3406
) 3 (0-6) 3,5(0-7) 3 (0-6)
rozpoznania choroby ChLC=157
Ograniczenia w uczestnictwie w
e n=285 0 0 0
zajeclac
kolnych/ , dszkolnych W2JG=128 4 (2-8) 4 (2-8,5) 5 (2-8) nesE
szkolnych/przedszkolnych w - -8, -
yenp Y ChLC=157

momencie rozpoznania choroby
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Ograniczenie kontaktow

) Kich w okresi n=288 0 0 0
owarzyskich w okresie
jint i ienia |20 5 0es) | 55 (29) 5 (1-8) O
najintensywniejszego nasilenia -8, 5 (2- -
. YWIEISzeg ChLC=158
dolegliwosci
Ograniczenia w uczestnictwie w
zajeciach n=287 10 10 10
szkolnych/przedszkolnychw | WZJG=129 0,0333
o o 8 (3-10) 8 (4-10) 7(3-9)
okresie najintensywniejszego | ChLC=158
nasilenia dolegliwo$ci
Aktual . . n=288 0 0 0
ualne ograniczenie
kontak 9 kieh | VAT 0ay | 1009) 0 (0-3) PO
ontaktow towarzyskic - - -
~ ChLC=158
Aktualne ograniczenia w n=286 0 0 0
uczestnictwie w zajeciach WZJG=129 0,0078
2 (0-5) 2 (0-6) 1(0-3)
szkolnych/przedszkolnych ChLC=157
n=289 51 67 56
SUMA WZJG=130 0,0429
54 (38-68) | 57,5 (39-74) 52 (37-65)
ChLC=159
3. 3 -
'50| S .50. . T T VEZZWHHFM R

Bol w momencie rozpoznania

Bol w okresie najintensywniejszego

nasilenia dolegliwosci

Bdl w momencie rekrutacji do badania

Ryc. 1. Subiektywne odczucie bolu u pacjentdow z nieswoistymi zapaleniami jelit

uczestniczacych w badaniu (0 — brak bolu, 10 — niewyobrazalny bol).
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Ryc. 2. Subiektywne odczucie niepokoju u pacjentdw z nieswoistymi zapaleniami jelit

uczestniczacych w badaniu (0 — brak niepokoju, 10 — niewyobrazalny Iek).
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Liczba pacjentéw

Liczba pacjentow
Liczba pacjentow

o
o
o

r T T T T ] r T T T T 1 r T T T T 1
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10

Ograniczenia w kontaktach Ograniczenia w kontaktach Ograniczenia w kontaktach
kolezenskich w momencie diagnozy kolezeriskich w okresie kolezenskich w momencie rekrutacji
najintensywniejszego nasilenia do badania
dolegliwosci

Ryc. 3. Subiektywne odczucie ograniczenia kontaktow kolezenskich pacjentow z

nieswoistymi zapaleniami jelit uczestniczacych w badaniu (0 — nie miaty wptywu, 10 —

mialy maksymalny wptyw).
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objawow badania

Ryc. 4. Subiektywne odczucie ograniczenia uczestnictwa w  zajgciach
szkolnych/przedszkolnych u pacjentéw z nieswoistymi zapaleniami jelit (0 — nie mialy

wptywu, 10 — mialy maksymalny wptyw).

4.1.6. Genotypowanie

Analizy molekularne wykonano u 311 pacjentow.

Apolipoproteina E
Czestos¢ wystepowania badanych genotypow 1 alleli nie réznila si¢ miedzy pacjentami z
W2ZJG i ChLC (Tabela 26.). Najczgstszym genotypem wystepujacym u pacjentow byt

genotyp €3/e3. Genotypy €2/e4, €2/€2 oraz g4/¢4 stwierdzono jedynie w pojedynczych
przypadkach (Tabela 27.).
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Tabela 26. Czestos¢ wystgpowania genotypow i alleli APOE u pacjentow z wrzodziejgcym

zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg Le$niowskiego-Crohna (ChLC).

Genotyp/ Warto$é p lloraz szans
NZJ WZJG ChLC

Allel o a7 N chio Dwustronny (95% przedzial
n(%) test Fishera ufnosci)

€3/e3  192(61,7) 83(60,6) 109 (62,6) 0,71 0,40 0,92 (0,58-1,45)
€3/e4  69(22,2) 35(255) 34(19,5) 0,21 0,13 1,41 (0,83-2,42)
€2/e3  41(13,2) 13(95) 28 (16,1) 0,09 0,06 0,55 (0,27-1,10)
g3+  302(97,1) 131(956) 171(98,3) 0,17 0,15 0,38 (0,09-1,56)
ed+ 76 (24,4)  40(29,2) 36 (20,7) 0,08 0,06 1,58 (0,94-2,66)
2+ 46 (14,8) 16 (11,7) 30 (17,2) 0,17 0,11 0,64 (0,33-1,22)

Nie stwierdzono réznic w czgstosci wystgpowania poszczegdlnych genotypow 1 alleli

APOE migdzy kobietami i m¢zczyznami bioragcymi udzial w badaniu (Tabela 27).
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Tabela 27. Czgstos$¢i wystgpowania genotypow i alleli APOE w zaleznosci od pici.

Wartosé p lloraz szans
Genotyp/allel Mezczyzni Kobiety
Dwustronny (95% przedzial
n (%) n=174 n =137 Chi2
test Fishera ufnosci)
€3/e4 42 (24,1) 27 (19,7) 0,35 0,21 0,77 (0,45-1,33)
€2/e3 24 (13,8) 17 (12,4) 0,72 0,43 0,89 (0,46-1,72)
€3/e3 102 (58,6) 90 (65,7) 0,20 0,12 1,35 (0,85-2,15)
€2/e4 0 (0,0) 3(2,2) 0,12 0,17
e4/e4 2(1,1) 2(1,5) 0,81 0,59 1,27 (0,18-9,16)
€2/€2 1 (0,6) 1(0,7) 0,87 0,69 1,27 (0,08-20,52)
€3+ 168 (96,6) 134 (97,8) 0,51 0,38 1,60 (0,39-6,50)
g4+ 47 (27,0) 29 (21,1) 0,23 0,15 0,73 (0,43-1,23)
g2+ 28 (16,1) 18 (13,1) 0,47 0,15 0,73 (0,42-1,50)

Laczac dostgpne dane pismiennicze (Tabela 28.) w grupie o podobnej liczebnosci (n=307)
(245,246), czgstos¢ wystepowania genotypu €3/e3 byla mniejsza u pacjentow z NZJ w
porownaniu do 0s6b zdrowych (61,7% vs 70,0%; p=0,297; OR = 0,69; 95%CI 0,49-0,97).
Jednoczes$nie, czesto$¢ wystgpowania genotypu £3/e4 w grupie NZJ w poroéwnaniu z grupg
kontrolng byta wigksza (22,0% vs. 16,0%; p=0,0490; OR 1,50; 95% CI 1,00-2,25).
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Tabela 287. Dostgpne dane literaturowe okreSlajace czg¢sto$¢ wystepowania genotypow

APOE w populacji polskiej.

Liczebno$¢ grupy

n (%) ) £2e2 | €23 £3¢e3 e3ed | eded | c2¢4
n
2 41 192 69 4 3
Wyniki wiasne NZzJ (311)
06) | (132) | (61,7) |(222) | (1,3) | (1,0
. Zdrowi dorosli 0 11 100 19 3 4
Kowalska i wsp. (245)
(137) 00) | 80 | (730) | (139 | (22) | (29)
Bednarska-Makaruk i wsp. | Zdrowi dorosli 2 18 115 30 1 4
(246) (170) (1.2) | (10,6) | (67,6) | (17.6) | (0.6) | (24)
) . Zdrowe kobiety 0 10 89 15 3 1
Jasienska i wsp. (247)
(118) 00) | 85 | (754) |(127) | (25) | (0.8)
Zdrowe Kkobiet
Bojar i wsp. (248) y 63 253 86
(402) (15,7) | (62,9) (21,4)

Dodajac do uzyskanej grupy kontrolnej dodatkowa grupe 118 kobiet (247) mozna

zaobserwowacé utrzymywanie si¢ odnotowanej réznicy (genotyp €3/e3 p=0,0051; genotyp

€3/ed4 p=0,0131). Z uwagi na niepelne dane z pozostatych zrodet pismienniczych dalsze

zwigkszenie liczby 0sob w grupie kontrolnej w celu weryfikacji tej roznicy jest potencjalnie

obarczone btgdem.

66




Biatko DMBT1

Najczestszym genotypem dla polimorfizmu DMBT1 rs2981804 byt AG. Jednoczes$nie, nie
zaobserwowano réznic w dystrybucji genotypoOw miedzy obiema jednostkami

chorobowymi (Tabela 29.)

Tabela 298. Czestos¢ wystgpowania genotypéw polimorfizméw DMBT1 (rs2981804,
rs2981745) u pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego 1 chorobg

Les$niowskiego-Crohna.

lloraz szans
Genotyp WZJG ChLC
Warto$¢ p (95% przedzial
n (%) n=137 n=174
ufnosci)
rs2981804
AA 40 (29,2) 60 (34,5) 0,3311 0,78 (0,48-1,27)
AG 72 (52,6) 80 (46,0) 0,2558 1,30 (0,83-2,04)
GG 25 (18,2) 34 (19,5) 0,8843 0,92 (0,52-1,63)
rs2981745
TT 9 (6,6) 16 (9,2) 0,5294 0,69 (0,30-1,62)
CT 65 (47,4) 71 (40,8) 0,2516 1,31 (0,83-2,06)
cC 63 (46,0) 87 (50,0) 0,4950 0,85 (0,54-1,33)

Nie zaobserwowano takze roéznic w czgstosci wystepowania genotypow polimorfizmow

DMBT1 mig¢dzy kobietami i me¢zczyznami (Tabela 30.).
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Tabela 30. Czestos¢ wystepowania genotypoéw badanych polimorfizméw DMBT1
(rs2981804, rs2981745) w zaleznoSci od pfci.

lloraz szans
Warto$¢ p (95% przedzial
n (%) n=137 n=174
ufnosci)
rs2981804
AA 42 (30,7) 58 (33,3) 0,6271 0,88 (0,55-1,43)
AG 72 (52,5) 80 (46,0) 0,2558 1,30 (0,80-2,00)
GG 23 (16,8) 36 (20,7) 0,4666 0,77 (0,43-1,38)
rs2981745
TT 8 (5,8) 17 (9,8) 0,2935 0,57 (0,24-1,37)
CT 67 (48,9) 69 (39,6) 0,1084 1,46 (0,93-2,29)
CcC 62 (45,3) 88 (50,6) 0,3628 0,81 (0,52-1,27)
Bialko surfaktantu D

W przypadku polimorfizmu SFTPD najczeSciej wystepowal genotyp CT. Jednoczes$nie nie

stwierdzono roéznic w czestosci wystepowania genotypoOw w zaleznosci od jednostki

chorobowej oraz pici (Tabela 31. i 32.).
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Tabela 31. Czgsto$¢ wystepowania genotypow polimorfizmu SFTPD (rs2243639) u

pacjentow z wrzodziejagcym zapaleniem jelita grubego i chorobg Lesniowskiego-Crohna.

lloraz szans

Genotyp W2ZJG ChLC
Warto$¢ p (95% przedzial

n (%) n=137 n=174

ufnosci)
rs2243639

TT 20 (14,6) 30 (17,2) 0,6412 0,82 (0,44-1,52)
CT 72 (52,6) 85 (48,9) 0,5682 1,16 (0,74-1,82)
CcC 45 (32,8) 59 (33,9) 0,9038 0,95 (0,59-1,53)

Tabela 32. Czgstos¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu SFTPD (rs2243639) w

zalezno$ci od plci.

] lloraz szans
Genotyp Kobiety Mezczyzni
Wartosé p (95% przedzial
n (%) n=137 n=174
ufnosci)
rs2243639
TT 23 (16,8) 27 (15,5) 0,7588 1,10 (0,60-2,02)
CT 62 (45,2) 95 (54,6) 0,1107 0,69 (0,44-1,08)
cC 52 (38,0) 52 (29,9) 0,1473 1,43 (0,89-2,31)
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4.1.7. Analiza zwigzku badanych polimorfizmoéw z ekspresja kliniczna choroby

Analiza zwigzku badanych polimorfizmow z wiekiem postawienia diagnozy i
najciezszego rzutu.

Nie wykazano wystepowania réznic wieku rozpoznania NZJ dla poszczegdlnych
genotypéw polimorfizméw APOE, DMBT1 i SFTPD (Tabela 33.). Podobnie, nie
stwierdzono istotnych statystycznie roznic w wieku rozpoznania wsrod pacjentow z ChLC
I WZJG zaleznie od genotypu (dla DMBT1 rs2981804 odpowiednio p=0,3154 i p=0,9219;
dla DMBT1 rs2981745 odpowiednio p=0,5306 i p=0,9608; dla SFTPD odpowiednio
p=0,2366 i p=0,3207).

Nie stwierdzono réznic w wieku postawienia diagnozy a badanymi allelami wybranych
polimorfizmoéw (zaréwno w modelu recesywnym jak i dominujagcym) wsrod wszystkich

badanych pacjentow, takze w grupach pacjentow z ChLC 1 WZJG.

Nie wykazano wystgpowania rdéznic wieku wystgpienia najci¢zszego rzutu choroby dla
poszczegolnych genotypoéw polimorfizmow APOE, DMBT1 i SFTPD (Tabela 33.).
Podobnie, nie stwierdzono réznic wieku wystgpienia najci¢zszego rzutu choroby zaleznie
od genotupu dla pacjentow z ChLC i WZJG (dla APOE odpowiednio p=0,2674 i p=0,4422;
dla DMBT1 rs2981804 odpowiednio p=0,7621 i p=0,6609; dla DMBT1 rs2981745
odpowiednio p=0,5488 i p=0,8252; dla SFTPD odpowiednio p=0,5572 i p=0,8827).

Nie stwierdzono roznic w wieku wystgpienia najciezszego rzutu zaleznie od badanych alleli
badanych polimorfizmow wsréd wszystkich badanych pacjentéw, a takze w grupach

pacjentow z ChLC 1 WZJG.

70



Tabela 33. Wiek w momencie postawienia rozpoznania i najci¢zszego rzutu choroby

zaleznie od genotypow badanych polimorfizmow.

Mediana
Mediana
(1-3 kwartyl)
Gen (1-3 kwartyl) | Wartos¢ Wartos¢
Genotyp | n n wieku
SNP wieku p p
najcigzszego
rozpoznania
rzutu
AA 100 | 12,1(9,7-14,8) 91 | 13,6 (10,6-15,9)
DMBT1
AG 152 | 11,9(8,7-14,2) | 0,4061 | 126 | 13,3(10,8-15,3) | 0,6774
rs2981804
GG 59 | 12,2 (7,8-13,9) 52 | 13,4 (10,8-15,8)
TT 25 | 12,3(8,3-13,9) 23 12,3 (9,2-15,3)
DMBT1
CT 136 | 12,1(8,3-14,2) | 0,6273 | 114 | 13,4 (10,8-15,6) | 0,5535
rs2981745
CcC 150 | 12,0 (9,3-14,7) 132 | 13,3 (10,8-15,8)
TT 50 | 12,8 (10,4-15,1) 39 | 13,8 (10,2-15,7)
SFTPD
CT 157 | 11,6 (8,3-13,6) | 0,0570 | 143 | 13,3(10,8-15,6) | 0,6940
rs2243639
CcC 104 | 12,4 (8,9-14,6) 87 | 13,9(10,7-15,9)
APOE €3/e4 69 | 12,1(8,7-14,0) 59 | 13,6 (10,4-15,7)
rs7412 €2/€3 41 11,7 (9,3-14,5) 0,7742 34 | 13,5(11,6-16,0) | 0,9074
rs429358 €3/e3 | 192 | 12,3(8,7-14,4) 167 | 13,5(10,8-15,7)

Wiek rozpoznania: APOE £2/e4 (n=3): 8,1 (2,2-12,0); e4/e4 (n=4): 10,8 (7,0-13,8); £2/e2 (n=2): 9,7 (4,9-14.6)
Wiek najciezszego rzutu: APOE €2/e4 (n=3): 8,1 (7,5-12,2); €4/e4 (n=4): 14,8 (13,6-16,5); €2/€2 (n=2): 10,9 (7,3-14,6)
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Analiza zwigzku badanych polimorfizmow ze stanem odZywienia

Analiza zwigzku badanych polimorfizméw z wysokoscig ciata, masa ciata, BMI oraz ich
standaryzowanymi warto$ciami (z score) w momencie rozpoznania i najci¢zszego rzutu nie

wykazata istotnych réznic statystycznych miedzy genotypami DMBT1, SFTPD i APOE.

Tabela 34. Parametry antropometryczne pacjentdéw z nieswoistymi zapaleniami jelit w

momencie rozpoznania zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981804.

Parametr w

momencie DMBT1 rs2981804

rozpoznania Wartosé
Mediana p

AA AG GG
(1 — 3 kwartyl)

Masa ciala [kg] | 37,5 (25,8-51,0) 37,3 (27,7-52,3) 36,4 (25,0-48,0) | 0,8788

Wysokos¢ ciata | 10 ) (134.0-164,0) | 151,0 (135,0-164,5) | 147,0 (126,0-164,5) | 0,3948

[cm]

BMI [kg/cm?] 16,5 (14,5-18,7) 16,9 (15,4-19,0) 17,0 (15,9-18,4) | 0,6500
Masa ciata 088 ([-1,54][- -0,52 ([-1,04]-0,14) | -0,57 ([-1,18]-0,13) | 0,0567
[z score] 0,12]

Wysokos¢ ciata

(2 score] -0,38 ([-1,26]-0,40) | -0,07 ([-0,93]-0,58 | -0,31 ([-1,19]-0,38) | 0,2880

-0,84 ([-1,43]-[-

BMI [z score] 0.16])

-0,45 ([-1,03]-0,11) | -0,57 ([-1,06]-0,18) | 0,2098

W modelu recesywnym u pacjentow z NZJ zaobserwowano roznicg¢ w standaryzowane;j
masie ciata (AA -0,88 ([-1,54]-[-0,12]) vs. AG/GG -0,54 ([-1,04]-0,14); p=0,0055) i
standaryzowanym BMI (AA -0,84 ([-1,43]-[-0,16] vs. AG/GG -0,55 ([-1,04]-0,14);
p=0,0204).

W grupie pacjentow z ChLC nie obserowowano réznic w parametrach antropometrycznych
W momencie rozpoznania i zaleznie od genotypu DMBTL, a takze w modelu recesywnym

1 dominujacym.

W grupie pacjentow z WZJG z wariantem AA polimorfizmu DMBT1 rs2981804
zaobserwowano mniejsze wartosci standaryzowanej masy ciala w momencie rozpoznania

(mediana (1-3 kwartyl): AA -0,9 ([-1,5]-[-0,1]), AG -0,5 ([-1,0]-0,1), GG -0,6 ([-1,2]-0,1);
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p=0,0415) (post hoc: AA vs. AG p=0,0200 Bonferroni i Holm) (Ryc. 5.). R6znica ta byta
istotna rowniez w modelu recesywnym (AA: -0,79 ([-1,43]-[-0,20] vs. AG/GG -0,35 ([-
0,86]-0,28); p=0,0122).

W grupie pacjentow z WZJG zaobserwowano réwniez roznice w rozkladzie wartosci
standaryzowanego BMI w momencie rozpoznania (mediana (1-3 kwartyl): AA -0,8 ([-1,4]-
[-0,2]), AG -0,4 ([-1,0]-0,1), GG -0,6 ([-1,1]-0,2); p=0,0469) (post hoc: AA vs. AG
p=0,0348 Bonferroni i Holm) (Ryc. 6.). W modelu recesywnym i dominujgcym nie byto
powyzszej istotnosci statystycznej (odpowiednio p=0,0585; p=0,3281).
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Ryc. 5. Standaryzowana masa ciala w momencie rozpoznania u pacjentow z

wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego (mediana z rozstegpem migdzykwartylowym).
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Ryc. 6. Standaryzowna warto$¢ indeksu masy ciala (BMI) w momencie rozpoznania u
pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (mediana z rozstepem

miedzykwartylowym).
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Nie wykazano réznic mi¢dzy parametrami antropometrycznymi w momencie najci¢zszego

rzutu u pacjentow z NZJ a genotypem DMBT1 rs2981804 (Tabela 35.) oraz w modelu

dominujacym. W modelu recesywnym zaobserowano roéznic¢ w standaryzowanej masie
ciala w momencie najci¢zszego rzutu (AA -0,84 ([-1,36]-[-0,24]) vs. AG/GG -0,58 ([-
1,20]-0,09); p=0,0488).

Tabela 35. Parametry antropometryczne pacjentdéw z nieswoistymi zapaleniami jelit w

momencie najci¢zszego rzutu zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981804.

Parametr w
momencie DMBT1 rs2981804
najci¢zszego Wartosé p
rzutu
Mediana AA AG GG
(1 — 3 kwartyl)
Masa ciata [kg] 42,0 (29,3-53,0) 43,5 (32,0-55,0) 44,0 (31,7-51,8) 0,8689
Wysokos$¢ ciata
[cm] 156,5 (141,0-164,0) | 156,3 (144,5-168,0) | 160,8 (141,0-170,8) | 10,6927
BMI [kg/cm?] 16,8 (14,9-19,7) 17,5 (15,6-20,2) 17,0 (15,8-18,8) 0,3202
Masa ciata

-0,84 ([-1,36]-[-0,24]) | -0,54 ([-1,05]-0,11) | -0,67 ([-1,32]-0,01) | 0,0647
[z score]
Wysokos¢ ciata

-0,35 ([-1,10]-0,24) -0,24 ([-0,94]-0,57) | -0,49 ([-1,19]-0,42) | 0,4201

[z score]
BMI [z score] -0,91 ([-1,39]-[-0,22]) | -0,62 ([-1,05]-0,25) | -0,76 ([-1,26]-0,03) | 0,2331

W grupach pacjentow z WZJG 1 ChLC nie wykazano

réznic miedzy parametrami

antropometrycznymi w momencie najcigzszego rzutu a badanymi genotypami DMBT1

rs2981804, a takze w modelu recesywnym i dominujacym.
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Nie obserwowano réznic w parametrach antropometrycznych w momencie rozpoznania

NZJ zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981745 (Tabela 36.) oraz w modelu recesywnym.

W modelu dominujacym zaobserwowano roznic¢ w standaryzownej masie ciala

w momencie rozpoznania (TT/CT -0,50 ([-1,07]-0,13) vs. CC -0,76 ([-1,39]-[-0,04]);

p=0,0424).

Tabela 36. Parametry antropometryczne pacjentdéw z nieswoistymi zapaleniami jelit w

momencie rozpoznania zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981745.

Parametr w
momencie
rozpoznania
Mediana

(1 - 3 kwartyl)

DMBT1 rs2981745

TT

CT

CcC

Wartosé

Masa ciata [kg]

41,5 (21,5-48,0)

35,4 (27,2-51,0)

37,8 (25,8-51,9)

0,9763

Wysokos¢ ciata
[cm]

149,5 (123,5-164,5)

149,0 (131,5-164,5)

151,0 (134,0-164,0)

0,9410

BMI [kg/cm?]

16,4 (15,9-19,1)

16,8 (15,3-18,8)

17,1 (14,8-18,8)

0,8801

Masy ciata

[z score]

-0,57 ([-1,20]-0,22)

-0,44 ([-1,04-0,13)

-0,76 ([-1,39]-0,04)

0,1273

Wysokos¢ ciata
[z score]

-0,34 ([-1,10]-0,96)

-0,15 ([-1,09]-0,53)

-0,30 ([-1,09]-0,45)

0,6217

BMI [z score]

-0,72 ([-1,20]-0,03)

-0,54 ([-1,07]-0,21)

-0,67 ([-1,30]-0,02)

0,2572

Nie obserwowano rdéznic w w parametrach antropometrycznych w momencie rozpoznania

w grupach WZJG 1 ChLC zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981745, a takze w modelach

recesywnym 1 dominujgcym.
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Nie obserwowano rdéznic w parametrach antropometrycznych w momencie najci¢zszego
rzutu zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981745 (Tabela 37.) oraz w modelu dominujagcym
I recesywnym.

Tabela 37. Parametry antropometryczne pacjentdOw z nieswoistymi zapaleniami jelit w

momencie najci¢zszego rzutu zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981745.

Parametr w
momencie DMBT1 rs2981745
najciezszego
rzutu p
Mediana TT CT CC
(1 - 3 kwartyl)
Masa ciata [kg] 41,5 (24,6-52,7) 44,6 (31,5-54,3) 42,3 (30,1-53,5) 0,8472

Wartos¢

Wysokoséciala | 4 5q 5 (136 8.170,5) | 157,0 (141,0-168,5) | 1565 (142,0-166,0) | 0.9456

[cm]
BMI [kg/cm?] 16,3 (14,5-19,3) 17,3 (15,8-19,9) 17,2 (15,1-19,8) 0,2706
Masa ciata i - I-

-0,59 ([-1,38]-0,11) | -0,52 ([-1,12]-0,09) 081 (1,341 0,2302
[z score] 0,16])

Wysokos¢ ciata

[z score] -0,34 ([-1,19]-0,93] | -0,31 ([-1,17]-0,47) | -0,30 ([-1,00]-0,36) | 0,8600

-0,89 ([-1,39][-

BMI [z score] 0.17])

-0,64 ([-1,03]-0,26) | -0,84 ([-1,40]-0,01) | 0,0861

Nie obserwowano rdéznic w parametrach antropometrycznych w momencie najci¢zszego
rzutu w grupach WZJG 1 ChLC zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981745, a takze w

modelach recesywnym 1 dominujacym.

76



Nie obserwowano réznic w parametrach antropometrycznych w momencie rozpoznania

I najciezszego rzutu zaleznie od genotypu SFTPD rs2243639 (Tabela 38. i 39.), w modelu

dominujacym oraz recesywnym.

Tabela 38. Parametry antropometryczne pacjentdéw z nieswoistymi zapaleniami jelit w

momencie rozpoznania zaleznie od genotypu SFTPD rs2243639.

Parametr w
momencie SFTPD rs2243639
rozpoznania Wartosé
) p

Mediana TT cT ce
(1 — 3 kwartyl)
Masa ciata [kg] | 42,0 (29,5-52,5) 35,0 (25,0-47,0) 39,0 (26,6-52,0) | 0,1302
Ezrﬁ(’kosc ciala | 157 0(145,0-166,5) | 147,0 (130,0-162,0) | 151,0 (133,0-166,0) | 0,0965
BMI [kg/cm?] 17,2 (16,0-19,1) 16,7 (14,8-18,4) 16,9 (14,7-19,1) 0,9467
Masa ciata i - I-

-0,54 ([-1,36]-0,15 062 (-L30M- | 469 ([-1,19]-0,16) | 0,7143
[z score] 0,11])
Wysokosci ciata

0,06 ([-1,09]-0,56) | -0,30 ([-1,15]-0,36) | -0,21 ([-0,93]-0,54) | 0,2737
[z score]
BMI [zscore] | -0,58 ([-1,31]-0,09) | -0,61 ([-1,17]-0,11) | -0,65 ([-1,15]-0,04) | 0,9747
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Tabela 39. Parametry antropometryczne pacjentdéw z nieswoistymi zapaleniami jelit w

momencie najciezszego rzutu zaleznie od genotypu SFTPD rs2243639.

Parametr w
moemencie SFTPD rs2243639
najciezszego .
rZutu Wartos¢
p

Mediana T CT cc
(1 - 3 kwartyl)
Masa ciala [kg] | 43,9 (29,5-54,3) 42,8 (31,7-52,7) 441 (28,7-56,0) | 0,8890
E’m"k"“ ciala | 159 5 (145,0-167,0) | 154,0 (142,0-168,0) | 158,0 (141,0-169,0) | 0,8696
BMI [kg/cm?] 17,7 (15,0-20,7) 17,2 (15,7-19,4) 17,0 (15,4-20,2) | 0,9467
Masa ciata - - _I-

-0,57 ([-1,29]-0,15) 0.70 (I-1,34]-L -0,7 ([-1,2]-0,2) 0,5093
[z score] 0,11])
Wysokos¢ ciata

-0,17 ([-0,95]-0,65) | -0,36 ([-1,15]-0,25) | -0,3 ([-1,0]-0,5) 0,3634
[z score]
BMI [zscore] | -0,58 ([-1,28]-0,08) | -0,76 ([-1,33]-0,16) | -0,7 ([-1,3]-0,1) 0,6992

Nie obserwowano réznic w parametrach antropometrycznych w momencie rozpoznania i

momencie najci¢zszego rzutu w grupach WZJG 1 ChLC zaleznie od genotypu SFTPD

1$2243639, a takze w modelach recesywnym i dominujgcym.
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U pacjentow z NZJ nie obserwowano roznic w parametrach antropometrycznych w
momencie rozpoznania i najci¢zszego rzutu zaleznie od genotypu APOE (Tabela 40. 1 41.).
Pacjenci z genotypem &3/e3 mieli mniejsze warto$ci standaryzowanej masy ciala w
momencie rozpoznania od pozostatych pacjentow (e3/e3 -0,72 ([-1,34]-[-0,04]) vs. inne -
0,43 ([-1,14]-0,31); p=0,0346).

Tabela 40. Parametry antropometryczne pacjentdéw z nieswoistymi zapaleniami jelit w

momencie rozpoznania zaleznie od genotypu APOE.

Parametr w

momencie APOE

rozpoznania Warto$é
Mediana P

£3/ed €2/€3 €3/e3
(1 - 3 kwartyl)

Masa ciala [kg] | 38,4 (28,3-52,5) 36,9 (28,2-52,0) 36,9 (25,0-51,7) | 0,7610

Wysokos€ciala | 55 (135 0-165,0) | 148,3 (137,5-165,5) | 151,0 (132,0-164,8) | 0.9982

[cm]
BMI [kg/cm?] 16,9 (15,5-18,6) 16,7 (14,7-20,2) 16,9 (14,9-18,7) 0,8849
Masa ciala

-0,5 ([-1,2]-0,4) -0,4 ([-1,0]-0,3) -0,7 ([-1,3]-0,0) 0,0648
[z score]
Wysokos¢ ciata
[z score] 0,1(]-0,9]-1,0) -0,2 ([-0,8]-0,3) -0,3 ([-1,2]-0,5) 0,2123
BMI [z score] -0,5 ([-1,1]-0,3) -0,3 ([-1,1]-0,1) -0,6 ([-1,2]-0,0) 0,4340

Masa ciala [kg] genotyp APOE £2/62: 32,3 (21,5-42,8); 62/e4 21,0 (11,0-42,0); ¢4/e4: 38,0 (23,5-45,0)

Wysokos¢ ciala [cm] genotyp APOE £2/62: 136,5 (115,0-158,0); £2/e4: 1225 (82,0-152,5); ¢4/e4: 145,5 (116,5-155,0)
BMI [kg/cm2] genotyp APOE ¢2/¢2: 16,7 (16,3-17,1); e2/e4: 16,4 (14,0-18,1); e4/e4: 17,9 (16,0-18,7)

Masa ciata [z score] genotyp APOE ¢2/¢2: -0,3 ([-1,3]-0,8); 2/e4: -1,1 ([-1,7]-[-0,3]); e4/¢4: -0,6 ([-1,5]-[-0,1])
Wysokos¢ ciata [z score] genotyp APOE £2/22: 0,1 ([-0,8]-1,0); e2/e4: -1,3 ([-2,9]-0,0); e4/e4: -0,3 ([-1,6]-0,0)

BMI [z score] genotyp APOE £2/¢2: 0,4 ([-1,1]-0,3); £2/4: -0,3 ([-0,9]-[-0,2]); 4/4: -0,5 ([-0,8]-0,0)

Nie obserwowano rdéznic w w parametrach antropometrycznych w momencie rozpoznania
1 momencie najciezszego rzutu w grupie pacjentow z ChLC zaleznie od genotypu APOE.
Pacjenci z WZJG i genopytem &2/e4 (n=2) w momencie rozpoznania mieli mniejsze
warto$ci standaryzowanej wysokosci ciata od pozostalych pacjentow (n=121) (e2/e4-2,11
([-2,92]-[-1,29]) vs. inne 0,11 ([-0,62]-0,71); p=0,0315). Pacjenci z WZJG i allelem APOE
3+ (n=117) mieli wigksze wartosci standaryzowanej wysokosci ciata przy rozpoznaniu niz

inni pacjenci (n=6) (3+ 0,13 ([-0,61]-0,82) vs. inne -1,03 ([-2,67]-[-0,12]); p=0,0153).
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Tabela 41. Parametry antropometryczne pacjentdOw z nieswoistymi zapaleniami jelit w

momencie najci¢zszego rzutu w zaleznosci od genotypu APOE.

Parametr w
momencie APOE
najciezszego

Wartos¢
rzutu

Mediana €3/e4 £2/e3 €3/e3
(1 - 3 kwartyl)

Masa ciata [kg] | 45,0 (30,0-56,3) 42,0 (31,6-53,0) 42,0 (30,2-532) | 0,7982

Wysokoséeiala | 450 14 0-169,5) | 153,0 (147,0-166,0) | 157,0 (141,0-168,0) | 0,9707

[cm]

BMI [kg/om?] 17,2 (15,7-19,5) 17,1 (15,3-20,3) 17,2(152:195) | ( 9299
Masa ciala 06(-10102) | -05(-10100 | 08(LA01D | 1467
[z score] ’
Wysokos¢ ciata -0,2 ([-0,9]-0,4) -0,3 ([-0,9]-0,2) -0,4 ([-1,2]-0,5) 0.3994
[z score] ’

BMI [z score] -0,5 ([-1,2]-0,3) -0,7 ([-1,1]-0,1) 0.8 ([-1A41-[-0.1]) | (9980

Masa ciata [kg] genotyp APOE £2/22: 42,8; €2/e4: 21,0 (18,7-52,0); e4/¢4. 52,0 (43,1-58,0)

Wysokos¢ ciala [em] genotyp APOE 2/e2: 158,0; £2/e4: 122,5 (115,7-153,5); e4/e4: 1675 (154,0-175,0)
BMI [kg/cm2] genotyp APOE &2/e2: 17,1; e2/e4: 14,0 (14,0-22,1); e4/e4: 20,7 (18,8-21,6)

Masa ciata [z score] genotyp APOE e2/e2: -1,3; £2/e4: -1,1 ([-1,5]-0,6]); e4/e4: -0,4 ([-1,0]-0,0])
Wysokos¢ ciala [z score] genotyp APOE £2/£2: -0,8; £2/¢4: -1,3 ([-2,0]-[-0,1); e4/e4: 0,3 ([-1,4]-0,4)

BMI [z score] genotyp APOE ¢2/¢2: -1,1; £2/¢4: -0,9 ([-1,0]-0,9); 4/e4: 0,1 ([-1,0]-0,7)

Stwierdzono istotng statystycznie roznicg w medianach st¢zen albumin w momencie
rozpoznania dla polimorfizmu rs2981804 w genie DMBT1 (post hoc: AA vs. AG p=0,0045
Bonferroni i Holm) (Ryc. 7. i Tabela 42.). U pacjentéw z genotypem heterozygotycznym
AG mediana stezenia albumin byta wigksza niz stezenia u dzieci z genotypem AA i GG.
Roéznica ta wystepowata rowniez w przypadku pacjentow z allelem G (n=175), u ktorych
obserwowano wigksze stezenie albumin (AG/GG 4,07 (3,70-4,43) vs. AA 3,80 (3,42-4,24);
p=0,0055) niz u pacjentdw bez allelu G (n=87). Zwiazek ten dotyczyl tylko pacjentéw z
WZIG, u ktorych allel G byt zwigzany z wiekszym stezeniem albumin (p=0,0190).
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Ryc. 7. Stezenia albumin w momencie rozpoznania u pacjentOw z nieswoistymi
zapaleniami jelit zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981804 (mediana z rozstgpem
migdzykwartylowym).

W grupie pacjentow z WZJG zaobserwowano rdznice W stezeniach albumin w momencie

rozpoznania w zalezno$ci od genotypu DMBT1 rs2981804 (Ryc. 8).

@
]

Gen Mediana stezenia | Warto$¢
Genotyp ]
SNP albumin [g/dI] p

3]
|

AA | 3,89 (3,46-4,40)
AG | 4,26 (4,07-4,50) | 0,0133
GG | 4,00 (3,24-4,47)

DMBT1
rs2981804

li
l_

Albuminy w momencie rozpoznania [g/dl]
B
|

Y]
L

AA A‘G GG
DMBT1 rs2981804

Ryc. 8. Stezenie albumin [g/dl] w momencie rozpoznania u pacjentow z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego, zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981804 (post hoc: AA vs. AG
p=0,0083 Bonferroni i Holm; AG vs. GG p=0,0388 Holm) (mediana z rozstepem
mig¢dzykwartylowym).
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Tabela 42. Stezenie albumin w momencie rozpoznania i najci¢zszego rzutu zaleznie od

genotypow badanych polimorfizmow.

Mediana
(1-3 kwartyl)

Mediana
(1-3 kwartyl)

stezenia
Gen stezenia albumin )
Genotyp | n Warto$¢p | n albumin [g/dl] Warto$é p
SNP [o/dl] w )
) W momencie
momencie
) najcigzszego
rozpoznania
rzutu
DMBTL AA 87 | 3,80 (3,42-4,24) 81 | 3,96 (3,50-4,30)
AG 127 | 4,10 (3,77-4,42) 0,0113 | 116 | 4,02 (3,65-4,42) 0,2244
rs2981804
GG 47 | 4,00 (3,53-4,48) 46 | 3,94 (3,61-4,30)
OMBTL TT 22 | 3,96 (3,53-4,46) 21 | 3,90 (3,46-4,30)
CT 111 | 4,00 (3,70-4,41) 0,4766 | 104 | 4,00 (3,71-4,37) 0,4692
rs2981745
cC 128 | 3,90 (3,60-4,40) 118 | 3,98 (3,55-4,40)
SETPD TT 42 | 4,10 (3,50-4,48) 35 | 4,20 (3,85-4,40)
CT 134 | 3,94 (3,50-4,39) 0,3614 | 132 | 3,98 (3,60-4,39) 0,3133
rs2243639
CcC 85 | 4,00 (3,70-4,40) 76 | 3,97 (3,50-4,30)
APOE €3/e4 53 | 3,97 (3,53-4,40) 53 | 4,10 (3,83-4,40)
rs7412 €2/€3 36 | 4,08 (3,79-4,52) 0,2742 32 | 3,95(3,79-4,52) 0,1524
rs429358 €3/e3 | 165 | 4,00 (3,50-4,39) 151 | 3,90 (3,43-4,35)

Albuminy w momencie rozpoznania APOE ¢2/e4 (n=2): 3,8 (3,2-4,4), e4/e4 (n=3): 3,7 (2,9-4,5); €2/€2 (n=2): 4,8 (4,7-

4,9).

Albuminy w momencie najcigzszego rzutu: APOEe2/e4 (n=3): 3,9 (3,2-4,0); e4/e4 (n=2): 4,2 (4,0-4,4); £2/e2 n=(2): 4,8

(4,7-4,8).

Analiza zwigzku genotypow DMBT1, SFTPD i APOE ze st¢zeniem albumin w momencie

najcigzszego rzutu nie wykazata istotnych roznic statystycznych.

Analiza zwigzku badanych polimorfizmow ze stanem zapalnym

Analiza zwiazku badanych polimorfizméw ze stgzeniem CRP w momencie rozpoznania

nie wykazata istotnych réznic statystycznych (Tabela 43.).

Zarowno w grupie pacjentoéw z ChLC, jak i w grupie pacjentow z WZJG nie obserwowano

réznic w stezeniach CRP w momencie rozpoznania w zalezno$ci od genotypu APOE.

W grupie pacjentow z ChLC nie obserwowano roznic w stgzeniach CRP w momencie

rozpoznania w zaleznos$ci od pozostatych genotypow.
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Rozktad wartosci CRP w momencie najci¢zszego rzutu rdéznit si¢ w zaleznosci od genotypu
APOE (p=0,0353) (post hoc: €3/€3 vs. £3/e4 p= 0,0653 Bonferroni i Holm), oraz w trzech
najczestszych wariantach (p=0,0196) (post hoc: €2/€3 vs. €3/e4 p=0,0370 (Bonferroni),
p=0,0246 (Holm); €3/€3 vs. €3/e4 p=0,0139 (Bonferroni i Holm) (Tabela 43.). R6znica w
wartosciach CRP migdzy trzema najczegstszymi wariantami byta obecna u pacjentéw z

WZJG (p=0,0157).

Tabela 43. Stezenie biatka C-reaktywnego (CRP) w momencie rozpoznania i najciezszego

rzutu zaleznie od genotypow badanych polimorfizméow.

_ Mediana
Mediana
(1-3 kwartyl)
(1-3 kawrtyl) )
] stezenia
Gen stezenia Wartosé Wartosé
Genotyp n n CRP [mg/l] w
SNP CRP [mg/l] p ) p
) momencie
W momencie .
. najcigzszego
rozpoznania
rzutu
AA 89 | 8,4(1,3-21,0) 86 6,9 (1,3-28,3)
DMBT1
AG 126 | 5,5(0,7-18,2) | 05998 | 122 | 4,6(0,8-20,1) | 0,2265
rs2981804
GG 49 | 8,0(0,7-18,3) 51 6,4 (1,9-28,4)
T 23 | 10,4 (2,1-20,8) 22 | 16,4 (3,6-29,6)
DMBT1
CT 111 | 51(0,5-18,2) | 0,402 | 111 | 4,6(1,0-20,6) | 0,1764
rs2981745
CcC 130 | 8,0(1,0-20,1) 126 | 5,8(0,8-25,0)
TT 40 | 8,0(0,7-23,6) 38 6,2 (1,2-23,1)
SFTPD
CT 139 | 5,6(1,0-16,4) | 055577 | 141 | 6,4(1,1-21,2) | 0,8718
rs2243639
CcC 85 | 8,2(0,7-20,2) 80 | 3,5(1,0-27,4)
APOE €3/e4 50 | 7,8(0,4-15,5) 57 | 3,0(0,4-16,1)
rs7412 €2/e3 36 | 58(0,7-21,0) | 0,3547 | 33 | 18,3(1,7-29,2) | 0,0196
rs429358 €3/e3 171 | 7,6 (0,8-19,8) 161 | 6,8(1,6-23,3)

CRP w momencie rozpoznania APOE &2/&4 (n=3): 1,0 (0,7-3,6); €4/e4 (n=2): 12,8 (0,0-15,0); £2/2 (n=2): 1,0 (0,2-1,8).
CRP w momencie najcigzszego rzutu APOE ¢2/e4 (n=3): 1,0 (0,3-3,6); €4/e4 (n=3): 6,4 (1,4-10,1); €2/e2 (n=2): 1,0 (0,3-
1,8).

W grupie pacjentow z WZIG zaobserwowano roznice w stezeniach CRP w momencie
rozpoznania w zaleznoéci od genotypu DMBT1 (Tabela 44. i Ryc. 9. i 10.). Roznice
wystepowaty rowniez dla alleli DMBT1. Dla pacjentow z allelem C+ rs2981745 stezenia

CRP w momencie rozpoznania byly mniejsze niz u pozostatych pacjentow (CC/CT 1,4
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(0,4-6,3) vs. TT 15,3 (8,0-23,2); p=0,0009). Dla pacjentow z allelem A+ rs2981804 st¢zenia

CRP w momencie rozpoznania byly mniejsze niz u pozostatych pacjentow (AA/AG 1,4

(0,4-6,3) vs. GG 6,1 (0,7-16,2); p=0,0143)

Tabela 44. Stezenie biatka

C-reaktywnego (CRP) w momencie rozpoznania

wrzodziejacego zapalenia jelita grubego (WZJG) zaleznie od genotypow DMBT1.

Mediana
Gen Genot o wesen Wartos¢
SNP yp stezenia 0
CRP [mg/l]
AA 33 2,2 (0,4-8,9)
DMBT1
AG 57 1,8 (0,4-5,1) 0,0402*
rs2981804
GG 20 | 7,3(0,7-16,2)
TT 9 | 15,3(8,0-23,2)
DMBT1
CT 51 2,0(0,4-5,3) | 0,0108**
rs2981745
cC 50 | 2,0(0,5-8,3)

*post hoc: AG vs. GG p=0,0128 Bonferroni | Holm
** post hoc: CC vs. TT p=0,0042 (Bonferroni) p=0,0028 (Holm);

CT vs. TT p=0,0010 (Bonferroni i Holm)
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Ryc. 9. Stezenie bialka C-reaktywnego (CRP) [mg/l] u pacjentéw z wrzodziejagcym

zapaleniem jelita grubego (WZJG) zaleznie od genotypu DMBT1 rs2981804 (mediana z

rozstgpem migdzykwartylowym).
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Ryc. 10. Stgzenia biatka C-reaktywnego (CRP) [mg/l] w momencie rozpoznania u
pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) zaleznie od genotypu
DMBT1 rs2981745 (mediana z rozstgpem mi¢dzykwartylowym).

Analiza zwigzku genotypow DMBTL i SFTPD ze stgzeniem CRP w momencie
najcigzszego rzutu nie wykazata istotnych roznic statystycznych (Tabela 43.). Analiza
stezen CRP w zalezno$ci od allelu APOE wykazata, ze pacjenci z allelem APOE 4+ (n=63)
W najci¢zszym rzucie prezentujg mniejsze mediany wartosci CRP niz pozostali pacjenci
(n=196)(4+ 3,0 (0,4-15,0) vs. inni 6,9 (1,6-27,4); p=0,0034). U pacjentow z WZIG i allelem
APOE 4+ (n=32) rowniez wystgpowaty mniejsze stezenia CRP w momencie najciezszego
rzutu niz u pozostalych pacjentow (n=79) (4+ 0,9 (0,2-3,9) vs. inni 3,3 (1,0-13,7);
p=0,0049).

Zarébwno w grupie pacjentow z ChLC, jak 1 w grupie pacjentow z WZJIG nie
obserwowano réznic w stezeniach CRP w momencie najci¢zszego rzutu w zaleznosci od
genotypu SFTPD i DMBT1 rs2981804. Odnotowano natomiast rdéznicg istotng
statystycznie w stezeniach CRP w momencie najci¢zszego rzutu wsrod pacjentow z WZIG
w zalezno$ci od genotypu DMBT1 rs2981745 (p=0,0089) (post hoc: CC vs. TT p=0,0082
(Bonferroni), p=0,0054 (Holm); CT vs. TT p=0,0033 (Bonferroni i Holm)) (Ryc. 11.).
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Ryc. 11. Stezenie biatka C-reaktywnego (CRP) [mg/l] w momencie najci¢zszego rzutu
U pacjentow z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) zaleznie od genotypu

DMBT1 rs2981745 (mediana z rozstgpem mi¢dzykwartylowym).

Analiza zwigzku z allelami DMBT1 rs2981745 wykazata ze pacjenci z WZJIG
i allelem C+ (n=103) majg mniejsze mediany stezen CRP w najgorszym rzucie (CC/CT 2,0
(0,5-7,3) vs. TT 28,1 (5,2-43,9); p=0,0025) niz pozostali pacjenci (n=9).

Analiza zwigzku badanych polimorfizmow ze wskazZnikami aktywnosci choroby

Analiza median warto$ci wskaznikow aktywnosci ChLC w momencie rozpoznania i

najciezszego rzutu nie wykazata réznic istotnych statystycznie w zaleznosci od genotypu
DMBTL1 i SFTPD (Tabela 45.).
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Tabela 45. Wskaznik aktywnosci choroby Le$niowskiego-Crohna zaleznie od genotypow

badanych polimorfizméow.

Mediana Mediana
(1-3 kwartyl) (13 kvyartyl)
Gen , . Warto$é wskaznika Warto$é
Genotyp n WSkaanka n PCDAI W
SNP PCDAI w P : P
. momencie
momencie .
. najcigzszego
rozpoznania
rzutu
AA 54 31 (23-50) 50 48 (30-55)
DMBT1
AG 71 35 (23-50) 0,2948 59 40 (28-53) 0,6505
rs2981804
GG 30 30 (20-38) 28 50 (30-54)
TT 14 33 (20-43) 13 35 (30-53)
DMBT1
CT 61 35 (25-48) 0,6500 55 48 (30-55) 0,8830
rs2981745
CC 80 31 (23-50) 68 48 (30-55)
TT 26 33 (23-50) 23 40 (30-50)
SFTPD
CT 75 30 (20-48) 0,8717 68 48 (29-54) 0,6573
rs2243639
CC 54 35 (23-50) 45 50 (30-55)
APOE €3/e4 30 30 (20-43) 28 39 (30-53)
rs7412 €2/€3 23 23 (18-35) 0,0028 18 33 (23-51) 0,1233
rs429358 €3/e3 99 35 (25-50) 87 50 (33-35)

PCDAI w momencie rozpoznania APOE ¢2/e4: 37,5, e4/e4: 52,5, €2/e2: 20
PCDAI w momencie najciezszego rzutu APOEe2/e4: 22,5; e4/e4: 30; e2/e2: 30

Wykazano roznice w rozktadzie wartosci PCDAI w momencie rozpoznania zaleznie od
wszystkich szesciu genotypéw APOE (p=0,0171) (post hoc: €2/e3 vs. €3/€3 p= 0,0092
Bonferroni i Holm) (Ryc. 12.). U pacjentow z genotypem APOE &3/e3 wykazano wyzsze
wartosci PCDAI w momencie rozpoznania niz u pozostatych pacjentéw (g3/€3 35,0 (25,0-
50,0) vs. inni 26,3 (20,0-38,8); p=0,0024). U pacjentow z genotypem &£2/e3 wartosci
PCDAI w momencie rozpoznania byty mniejsze niz u pozostatych pacjentow (e2/e3 22,5
(17,5-35,0) vs. 35,0 (25,0-50,0); p=0,0033). Pacjenci z allelem APOE 2+ mieli mniejsze
wartosci PCDAI w momencie rozpoznania od pozostatych pacjentow (2+ 22,5 (20,0-35,0)
vs. inni 35,0 (25,0-50,0); p=0,0028).
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W najciezszym rzucie, pacjenci z genotypem &3/€3 prezentowali wigksze wartosci PCDAI

od pozostatych pacjentéw (e3/e3 50,0 (32,5-55,0) vs. 35,0 (27,5-51,0); p=0,0233).
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Ryc. 12. Wartosci aktywnosci choroby Les$niowskiego-Crohna w skali PCDAI w

momencie rozpoznania, zaleznie od prezentowanego genotypu APOE.

88



Analiza median wartosci wskaznikow aktywnosci WZJG w momencie rozpoznania i

najciezszego rzutu nie wykazata roznic istotnych statystycznie w zaleznosci od genotypu

DMBT1, SFTPD i APOE (Tabela 46.).

Tabela 46. Wskaznik aktywnos$ci wrzodziejacego zapalenia jelita grubego zaleznie od

genotypow badanych polimorfizmow.

) Mediana
Mediana
1-3 kwartyl
(1-3 kwartyl) ( . 'ky )
Gen o wskaznika .
;o Wartos¢ Wartos¢
Genotyp | n wskaznika n PUCAI W
SNP PUCAI w P _ P
) momencie
momencie
. najcigzszego
rozpoznania
rzutu
AA 37 50 (40-65) 34 55 (40-65)
DMBT1
AG 63 40 (25-60) 0,1787 57 50 (35-70) 0,5481
rs2981804
GG 20 43 (30-50) 17 60 (45-70)
TT 8 40 (35-48) 7 50 (45-70)
DMBT1
CT 57 40 (25-60) 0,2304 51 50 (35-70) 0,8472
rs2981745
CC 55 50 (30-65) 50 55 (35-70)
TT 17 45 (30-70) 14 55 (38-75)
SFTPD
CT 67 45 (25-60) 0,9843 63 55 (40-65) 0,6892
rs2243639
CC 36 45 (30-55) 31 50 (30-70)
APOE €3/e4 31 50 (20-65) 28 50 (33-68)
rs7412 €2/€3 10 43 (18-55) 0,4617 9 60 (20-70) 0,8497
rs429358 €3/e3 73 45 (30-55) 65 55 (40-70)

PUCAI w momencie rozpoznania APOE £2/e4 (n=2) 48; e4/e4 (n=3): 70; ¢2/e2 (n=1): 45
PUCAI w momencie najcigzszego rzutu APOE €2/e4 (n=2):50; ¢4/e4:(n=3): 75; €2/e2 (n=1). 45.

Analiza alleli DMBT1, SFTPD i APOE nie wykazata istotnego zwiazku z wskaznikami

aktywnosci dla obu choréb z wyjatkiem polimorfizmu rs2981804. W modelu recesywnym,



pacjenci z allelem G+ (n=83) prezentowali mniejsze mediany wskaznika PUCAI przy
rozpoznaniu niz pozostali pacjenci (n=37) (AG/GG 40 (25-55) vs. AA 50 (40-65);
p=0,0308).

Analiza zwigzku badanych polimorfizmow z objawami wspotwystepujgcymi

U badanych pacjentéw nie zaobserwowano réznic w czgstosci wspotwystepowania
objawow skornych (Tabela 47.), stawowych (Tabela 48.) i alergii (Tabela 49.) w zaleznosci
od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE.

Tabela 47. Zwiazek genotypow badanych polimorfizméw z wspolwystepowaniem

objawow skornych u badanych pacjentow.

G Objawy skorne w wywiadzie
en
Genotyp Warto$¢ p
SNP
n %
AA n=100 13 13,0
DMBT1
AG n=152 14 9,2 0,2551
rs2981804
GG n=59 3 51
TT n=25 1 4,0
DMBT1
CT n=136 12 8,8 0,4700
rs2981745
CC n=150 17 11,3
TT n=50 5 10,0
SFTPD
CT n=157 13 8,2 0,6803
rs2243639
CC n=104 12 115
APOE €3/e4 n=69 8 11,6
rs7412 €2/€3 n=41 7 175 0,1726
rs429358 | €3/e3 n=192 15 7,8

APOE £2/e4 (n=3) 0, ¢4/e4 (n=4): 0, £2/e2 (n=2): 0

Nie zaobserowano roznic w czgstosci wystepowania objawow skornych w grupach WZJG
1 ChLC w zaleznosci od alleli DMBT1, SFTPD i APOE, z wyjatkiem polimorfizmu DMBT1
rs2981804 u pacjentow z ChLC w modelu recesywanym. Pacjenci z allelem G+ mieli
znacznie mniej objawow skornych od pacjentéw z genotypem AA (AG/GG 7,0% vs. AA
21,7%; p=0,0069).
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Tabela 48. Zwigzek genotypéw badanych polimorfizméw z wspotwystepowaniem

objawow ze strony stawow u badanych pacjentow.

Gen Objawy ze strony stawow
Genotyp Wartosé p
SNP n %
AA n=100 11 11,0
DMBT1
AG n=152 23 15,1 0,2267
rs2981804
GG n=59 4 6,8
TT n=25 4 16,0
DMBT1
CT n=136 14 10,3 0,6136
rs2981745
CCn=150 20 13,3
_ 9 18,0
SFTPD TTn=50
CT n=157 19 12,1 0,3300
rs2243639 _
CC n=104 10 9.6
APOE €3/e4 n=69 9 13,0
rs7412 €2/e3 n=41 5 12,2 0,9735
rs429358 €3/e3 n=192 23 12,0

APOE £2/e4 (n=3) 1, 33,3% (WZJG); e4/c4 (n=4): 0; €2/e2 (n=2): 0

Nie zaobserowano roznic w czestosci wystepowania objawoOw ze strony stawoOw
U pacjentow z NZJ w zaleznosci od alleli DMBT1, SFTPD i APOE, takze w grupach WZJG
i ChLC.
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Tabela 49. Zwigzek genotypow badanych polimorfizméw z wspotwystepowaniem alergii

(w tym wziewne i pokarmowe) u badanych pacjentow.

Gen Alergie w wywiadzie
Genotyp Wartosé p
SNP 0 %
AA n=100 17 17,0
DMBT1
AG n=152 26 17,1 0,2589
rs2981804
GG n=59 5 8,5
TT n=25 1 4,0
DMBT1
CT n=136 22 16,2 0,2546
rs2981745
CC n=150 25 16,7
- 6 12,0
SFTPD TT =50
CT n=157 26 16,6 0,7408
rs2243639 _
CC n=104 16 154
APOE €3/e4 n=69 10 14,5
rs7412 €2/€3 n=41 4 9,8 0,4729
rs429358 €3/e3 n=192 33 17,2

APOE £2/¢4 (n=3) 0; ¢4/e4 (n=4): 0; £2/e2 (n=2): 1, 50,0% (WZJG)

Nie zaobserowano réznic w czgstosci wystgpowania alergii wziewnych i pokarmowych
U pacjentow z NZJ w zaleznosci od alleli DMBT1, SFTPD i APOE, takze w grupach WZJG
i ChLC.
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Analiza zwigzku badanych polimorfizmow ze stosowanym leczeniem

Analiza zwigzku polimorfizmow z koniecznoscig stosowania glikokortykosteroidoterapii

systemowej
Nie zaobserwowano rdznic w czgstosci stosowania glikokortykosteroidoterapii
systemowej w zaleznosci od genotypu DMBT1 i APOE. Wykazano rdznicg w czgstosci
przyjmowania glikokortykosteroidoterapii systemowej w zaleznosci od genotypu SFTPD

(post hoc: CC vs. CT P=0,0016 Bonferroni i Holm) (Tabela 50.).

Tabela 50. Koniecznos$¢ stosowania glikokortykosteroidoterapii systemowej zaleznie od
genotypu badanych polimorfizmow.

Glikokortykosteroidoterapia systemowa w
wywiadzie
Gen
Genotyp n % p WZIG chLC
SNP
n % p n % p
AAN=100 | 63 | 63,0 32 | 80,0 31 | 51,7
DMBT1
AGn=152 | 94 | 61,8 | 0,9393 | 52 | 72,2 | 0,3600 | 42 | 52,5 0,4166
rs2981804
GG n=59 38 | 64,0 16 | 64,0 22 | 64,7
TT n=25 16 | 64,0 4 | 444 12 | 75,0
DMBT1
CTn=136 | 83 | 61,0 | 0,8656 | 46 | 70,8 | 0,0747 | 37 | 52,1 0,2267
rs2981745
CCn=150 | 96 | 64,0 50 | 79,4 46 | 52,9
TT n=50 29 | 58,0 15 | 75,0 14 | 46,7
SFTPD
CTn=157 | 107 | 68,2 | 0,1318 | 60 | 83,3 | 0,0052 | 47 | 55,3 0,6077
rs2243639
CCn=104 | 59 | 56,7 25 | 55,6 34 | 57,6
APOE €3/e4n=69 | 43 | 62,3 25 | 71,4 18 | 52,9
rs7412 €2/e3n=41 | 23 | 56,1 | 0,5897 | 8 | 61,5 | 0,4520 | 15 | 53,6 0,9728
rs429358 | £3/e3n=192 | 124 | 64,6 64 | 77,1 60 | 55,0

APOE &2/e4 (n=3) 2, 66,7% (WZJG i ChLC); e4/e4 (n=4): 2, 50% (WZJG); £2/¢2 (n=2): 1, 50,0% (ChLC)
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U grupie pacjentow z WZJG, w modelu dominujgcym badani z allelem T+ polimorfizmu
SFTPD byli znacznie cze$ciej leczni glikokortykosteroidoterapig systemowg (TT/CT
81,5% vs. CC 55,6%; p=0,0020).

Analiza zwigzku polimorfizméw z  konieczno$cig stosowania leczenia

immunosupresyjnego

Nie zaobserwowano roznic w czestosci stosowania immunosupresji u pacjentow z NZJ

w zaleznos$ci od genotypu DMBTL1, SFTPD i APOE.

Tabela 51. Leczenie immunosupresyjne zaleznie od genotypu badanych polimorfizmow.

Leczenie immunosupresyjne w wywiadzie
Gen WzZJG ChLC
Genotyp n % p
SNP
n % p n % p
AAN=100 | 75 | 75,0 27 | 67,5 48 | 80,0
DMBT1
AGn=152 | 109 | 71,5 | 0,6228 | 45 | 62,5 | 0,8028 | 64 | 80,0 0,3113
rs2981804
GG n=59 46 | 78,0 15 | 60,0 31 | 91,2
TT n=25 19 | 76,0 4 | 444 15 | 93,8
DMBT1
CTn=136 |101| 743 | 0,9554 | 42 | 64,6 | 0,4694 | 59 | 83,1 0,3692
rs2981745
CCn=150 | 110 73,3 41 | 65,1 69 | 79,3
TT n=50 35 | 70,0 13 | 65,0 22 | 73,3
SFTPD
CTn=157 |119| 75,8 | 0,6963 | 49 | 68,1 | 0,3888 | 70 | 82,4 0,3109
rs2243639
CCn=104 | 76 | 73,1 25 | 55,6 51 | 86,4
APOE €3/e4n=69 | 51 | 74,0 23 | 65,7 28 | 824
rs7412 €2/e3n=41 | 25 | 61,0 | 0,0850 | 5 | 385 | 0,247 | 20 | 714 0,2262
rs429358 | €3/e3n=192 | 149 | 77,6 56 | 67,5 93 | 85,3

APOE £2/e4 (n=3): 2, 66,7%; e4/c4 (n=4): 2; £2/c2 (n=2): 1, 50%

Nie zaobserwowano roéznic w czgstosci stosowania immunosupresji u pacjentow z NZJ w

zaleznosci od allelu DMBT1, SFTPD oraz w grupach chorych na WZJG i ChLC.
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Zaobserwowano natomiast rdézng czgsto$¢ stosowania leczenia immunosupresyjnego
U pacjentow z NZJ i allelem APOE 2 (2+ 60,9% vs. inni 76,2%; p=0,0438), a takze
U pacjentow z WZJG i allelem 2+ (2+ 37,5% vs. 66,9%; p=0,0281).

Nie zaobserwowano réznic w wieku podazy pierwszej immunosupresji w zaleznosci od

genotypu DMBT1, SFTPD i APOE.

Tabela 52. Mediana wieku podazy pierwszej immunosupresji zaleznie od genotypu

badanych polimorfizméow.

Wiek podazy pierwszej immunosupresji

Gen WZJG chLC

Genotyp n lata p
SNP

n lata p n lata p

AA 74 | 12.7 26 | 9.9 48 | 131
DMBT1

AG | 107 | 12,0 | 06072 | 44 | 11,6 | 06060 | 63 | 12,1 | 0,1106
152981804

GG 46 | 12,5 15 | 13,0 31 | 124

T 19 | 14,0 4 | 137 15 | 125
DMBT1

cT 99 | 12,2 | 08815 | 41 | 120 | 05755 | 58 | 12,3 | 0,4107
152981745

cc  |109] 125 40 | 115 69 | 13,1

T 34 | 123 12 | 117 22 | 13,7
SETPD

CT | 117|121 | 00751 | 48 | 115 | 03424 | 69 | 125 | 0,0845
rs2243639

cC 76 | 12.3 25 | 13,6 51 | 12,2
APOE g4 | 50 | 118 22 | 10,7 28 | 126
rs7412 e2/e3 | 25 | 122 | 08101 | 5 | 147 | 03272 | 20 | 121 | 0,6931
(s429358 33 | 147 | 126 55 | 12,3 92 | 12,8

APOE &2/e4 (n=2): 7,9 lat (tj. pacjent z WZJG 3,9; pacjent z ChLC 12,0); APOE ¢4/e4 (n=2): 7,4 lat (WZJG); APOE
e2/e2 4,6 lat (ChLC)

Pacjenci z NZJ i allelem 3+ (n=222) otrzymywali pierwsza immunosupresj¢ w starszym
wieku niz pozostali pacjenci (n=5) (3+ 12,4 (9,4-12,4) vs. inni 4,6 (3,9-11,3); p=0,0271).
Wiek wilaczenia pierwszej immunosupresji u pacjentow z ChLC rdznit si¢ w zaleznosci od
allelu polimorfizmu SFTPD (CC/CT 12,7 (10,1-13,9) vs. TT 12,6 (9,7-15,4); p=0,0444),
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a takze od allelu DMBT1 rs2981804 (AG/GG 12,2 (8,9-13,9) vs. AA 13,1 (11,2-14,6);

p=0,0368).

Nie zaobserwowano réznic w czasie od rozpoznania do podazy pierwszego leczenia

immunosupresyjnego w zalezno$ci od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE u pacjentow z

NZJ atakze w grupach WZJG i ChLC. Nie zaobserwowano réznic w czasie od rozpoznania

do podazy pierwszego leczenia immunosupresyjnego u pacjentow z NZJ w zaleznosci od

alleli DMBT1, SFTPD i APOE, takze w grupach WZJG i ChLC.

Tabela 53. Mediana czasu trwania choroby do podazy pierwszej immunosupresji zaleznie

od genotypu badanych polimorfizméw.

Czas od rozpoznania do podazy pierwszego

leczenia immunosupresyjnego

Gen
Genotyp | n msc p WzJG ChLC
SNP
n msc p n msc p
AA 74 | 22 26 3,3 48 2,0
DMBT1
AG 107 | 2,0 | 0,4657 | 44 2,6 |0,6316 | 63 1,4 |0,6968
rs2981804
GG 46 | 0,3 15 1,3 31 0,2
TT 19 | 0,7 4 20,5 15 0,1
DMBT1
CT 99 | 2,0 | 09442 | 41 2,0 |0,0792 | 58 2,0 |0,5696
rs2981745
CcC 109 | 2,0 40 2,9 69 1,0
TT 34 | 25 12 4,6 22 0,9
SFTPD
CT 117 | 1,4 | 0,7721 | 48 2,5 10,5336 | 69 1,0 |0,4179
rs2243639
CcC 76 | 2,0 25 1,9 51 2,0
APOE €3/e4 5 | 2,0 22 3,0 28 1,2
rs7412 €2/e3 25 | 19 |09832 | 5 2,0 |0,9520| 20 0,5 10,9973
rs429358 €3/e3 147 | 2,0 55 2,3 92 2,0

APOE £2/e4 (n=2): 10,0 miesigcy (tj. pacjent z WZJG 20,0; pacjent z ChLC: podaz leku przy rozpoznaniu); &4/¢4 (n=2):

1,2 miesigca (WZJG); £2/62 przyjmowal immunosupresj¢ od momentu rozpoznania (ChLC).
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Analiza zwigzku polimorfizméw z koniecznoscia stosowania leczenia biologicznego

Nie zaobserwowano réznic w czestosci stosowania leczenia biologicznego w zaleznos$ci od

genotypu DMBT1, SFTPD i APOE.

Tabela 54. Leczenie biologiczne zaleznie od genotypu badanych polimorfizmow.

Leczenie biologiczne w wywiadzie
Gen WZJG ChLC
Genotyp n % p
SNP
n % p n % p
AANn=100 | 50 | 50,0 14 | 35,0 36 | 60,0
DMBT1
AGn=152 | 58 | 38,2 | 0,1294 | 17 | 23,6 | 0,2000 | 41 | 51,3 0,5753
rs2981804
GG n=59 37 | 62,7 4 | 16,0 18 | 52,9
TT n=25 10 | 40,0 1 ] 111 9 | 56,3
DMBT1
CTn=136 | 51 | 375 0,3405 | 15 | 23,1 | 0,3869 | 36 | 50,7 0,6902
rs2981745
CCn=150 | 69 | 46,0 19 | 30,2 50 | 57,5
TT n=50 17 | 34,0 5 | 250 12 | 40,0
SFTPD
CTn=157 | 66 | 42,0 | 0,4177 | 18 | 25,0 | 0,9782 | 48 | 56,5 0,1989
rs2243639
CCn=104 | 47 | 452 12 | 26,7 35 | 59,3
APOE €3/e4n=69 | 28 | 40,6 12 | 34,3 16 | 47,1
rs7412 €2/e3n=41 | 17 | 41,5 | 0,9507 | 3 | 23,1 | 0,3486 | 14 | 50,0 0,4154
rs429358 | €3/e3n=192 | 82 | 42,7 18 | 21,7 64 | 58,7

APOE ¢2/e4 (n=3): 0, 0,0%; £4/e4 (n=4): 2, 50,0% (WZJG); £2/z2 (n=2): 1, 50,0% (ChLC)

Wsrod pacjentéw z NZJ 1 allelem G+ polimorfizmu DMBT1 zaobserwowano mniejszg

czestos¢ stosowania leczenia biologicznego (AG/GG 37,9% vs. AA 50.0%; p=0,0493).

Nie zaobserwowano roznic w wieku podazy pierwszego leczenia biologicznego w

zaleznosci od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE, a takze w grupach WZJG i ChLC. Nie
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zaobserwowano roznic w wieku réwniez w zaleznosci od alleli DMBT1, SFTPD i APOE,

zarowno dla NZJ jak i w grupach WZJG 1 ChLC.

Tabela 55. Mediana wieku podazy pierwszego leczenia biologicznego zaleznie od

genotypu badanych polimorfizmow.

Wiek podazy pierwszego leczenia
biologicznego
Gen
Genotyp | n lata p WZJG ChLC
SNP
n lata p n lata p
AA 48 | 13,1 13 | 104 35 | 135
DMBT1
AG 57 | 13,6 | 0,7775 | 17 | 13,3 | 0,2464 | 40 | 13,9 | 0,9663
rs2981804
GG 21 | 140 4 8,0 17 | 14,2
1T 9 | 142 1 10,7 8 14,2
DMBT1
CT 51 | 13,3 | 0,9256 | 15 | 12,1 | 0,8720 | 36 | 14,0 | 0,9172
rs2981745
CC 66 | 13,5 18 | 11,7 48 | 135
1T 16 | 145 4 9,2 12 | 148
SFTPD
CT 65 | 13,3 | 0,5098 | 18 | 12,1 | 0,7988 | 47 | 13,4 | 0,2686
rs2243639
CC 40 | 13,7 12 | 12,0 33 | 141
APOE €3/e4 27 | 13,3 11 | 10,7 16 | 14,1
rs7412 €2/€3 16 | 14,0 | 04220 | 3 | 15,7 | 0,1369 | 13 | 13,9 | 0,7057
rs429358 €3/€3 80 | 13,3 18 | 12,1 62 | 135

APOE ¢2/¢4: brak leczenia biologicznego; e4/e4 (n=2): 8,8 lat (WZJG); £2/¢2: 8,9 lat (ChLC)

Nie zaobserwowano rdznic w czasie od rozpoznania do podazy pierwszego leczenia

biologicznego w zaleznosci od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE.
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Tabela 56. Mediana czasu do podazy pierwszego leczenia biologicznego zaleznie od

genotypu badanych polimorfizmow.

Gen

Czas od rozpoznania do podazy pierwszego
leczenia biologicznego

Genotyp | n | msc p WZJG ChLC
SNP
n | msc p n | msc p
AA 48 | 13,5 13 25,0 35 11,7
DMBT1
AG 57 | 12,0 | 0,1156 | 17 11,0 | 0,3180 | 40 12,1 | 0,1031
rs2981804
GG 21 | 251 4 20,6 17 251
TT 9 20,3 1 29,0 8 19,6
DMBT1
CT 51 | 14,6 | 0,2940 | 15 11,0 | 0,2337 | 36 21,9 | 0,0754
rs2981745
CcC 66 | 12,9 18 19,5 48 10,5
TT 16 9,5 4 8,1 12 9,5
SFTPD
CT 65 | 14,1 | 0,6534 | 18 19,8 | 0,1259 | 47 14,1 | 0,9351
rs2243639
CcC 45 | 12,0 12 10,1 33 14,5
APOE £3/e4 27 | 12,4 11 9,6 16 16,7
rs7412 €2/€3 16 | 15,9 | 0,6133 3 14,6 | 0,6689 | 13 16,3 | 0,5560
rs429358 €3/e3 80 | 12,6 18 13,6 62 12,1

APOE ¢4/¢4 (n=2): 18,6 miesiecy (WZJIG); £2/62: 48,6 miesiecy (ChLC).

Pacjenci z ChLC ro6znili si¢ w czasie od rozpoznania do podazy pierwszego leczenia
biologicznego w zaleznosci od allelu DMBT]I rs2981745 (TT/CT 14,3 (5,6-26,8) vs. CC
13,5 (4,2-29,8); p=0,0234) oraz allelu rs2981804 (AA/AG 12,0 (4,1-25,9) vs. GG 25,1
(12,4-44,3); p=0,04113). Ogoétem pacjenci z NZJ i allelem A+ mieli wlaczane lecznie
biologicznie znacznie wczesniej (AA/AG 12,0 (5,2-26,0) vs. GG 25,1 (12,2-44,0);

p=0,0383).
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Analiza zwigzku polimorfizmow ze stosowanym leczeniem chirurgicznym

Nie zaobserwowano rdéznic w czgstosci stosowania leczenia chirurgicznego w zaleznosci

od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE, takze w grupach WZJG i ChLC. Nie

zaobserwowano roznic w czestosci stosowania leczenia chirurgicznego w zaleznosci od

allelu DMBT1, SFTPD i APOE, takze w grupach WZJG i ChLC.

Tabela 57. Leczenie chirurgiczne zaleznie od genotypu badanych polimorfizmow.

Gen

Leczenie chirurgiczne w wywiadzie

WZJG ChLC
Genotyp n % p
SNP
% p n % p
AAN=100 | 12 | 12,0 2,5 11 | 183
DMBT1
AG n=152 12 | 8,6 | 0,3263 2,8 |0,7068 | 11 | 13,8 0,4402
rs2981804
GG n=59 3 50 0,0 3 8,8
TT n=25 2 8,0 0,0 2 | 125
DMBT1
CT n=136 9 6,6 | 0,3735 15 | 0,7351| 8 | 11,3 0,5533
rs2981745
CC n=150 17 | 11,3 3,2 15 | 17,2
TT n=50 6 | 12,0 5,0 5 | 16,7
SFTPD
CT n=157 11 | 7,0 | 0,4434 0,0 |0,1811 | 11 | 129 0,8576
rs2243639
CCn=104 11 | 10,6 44 9 | 153
APOE €3/e4 n=69 8 | 11,6 2,9 7 | 20,6
rs7412 €2/e3 n=41 2 49 | 0,5001 0,0 {0832 | 2 7,1 0,3288
rs429358 | €3/e3n=192 | 18 | 94 2,4 16 | 14,7

APOE &2/e4 (n=3): 0; e4/e4 (n=4): 0; e2/e2: (n=2): 0
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Nie zaobserwowano roznic w czasie od rozpoznania do pierwszej interwencji chirurgiczne;j

w zaleznosci od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE, takze w grupach WZJG i ChLC,

réwniez zaleznie od alleli badanych polimorfizméow.

Tabela 58. Mediana czasu do pierwszej interwencji chirurgicznej w zalezno$ci od genotypu

badanych polimorfizméow.

Mediana czasu od rozpoznania do pierwszej
interwencji chirurgicznej
Gen
t
Genotyp n msc p WZIG Chic
SNP
n msc p n msc p
AA 12 | 79 1 0,9 11 8,0
DMBT1
AG 13 | 29,1 | 0,2754 | 3 28,7 | 1,000 | 10 32,1 |0,5118
rs2981804
GG 3 | 116 0 0 3 11,6
TT 2 5,8 0 0 2 5,8
DMBT1
CT 9 | 28,7 10,3430 | 2 33,0 | 1,000| 7 27,0 |0,5857
rs2981745
CcC 17 | 58 2 8,8 15 12,0
TT 6 8,3 1 16,7 5 0,0
SFTPD
CT 11 | 231 | 05933 | O 0 1,000 | 11 23,1 | 0,5293
rs2243639
CcC 11 | 28,7 3 28,7 8 23,3
APOE €3/e4 9 | 231 2 19,1 7 23,1
rs7412 €2/e3 2 2,3 [ 10000 | O 0 1,000 | 2 6,0 | 1,0000
rs429358 €3/e3 17 | 28,7 2 22,7 15 29,1
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Nie zaobserwowano réznic w wieku pierwszej interwencji chirurgicznej w zaleznos$ci od

genotypu DMBT1, SFTPD i APOE, takze w grupach WZJG i ChLC.

Tabela 59. Wiek pierwszej interwencji chirurgicznej zaleznie od genotypu badanych

polimorfizmow.
Mediana wieku pierwszej interwencji
chirurgicznej

Gen

Genotyp | n | msc p WZJG ChLC
SNP

msc p n msc p

AA 12 | 144 15,6 11 | 143
DMBT1

AG 12 | 13,9 | 0,2368 12,0 | 1,0000 | 10 | 13,3 | 0,1702
rs2981804

GG 3 | 157 0 3 15,7

TT 2 | 158 0 2 15,8
DMBT1

CT 11 | 14,7 | 0,2834 17,1 | 1,0000 | 7 14,8 | 0,0593
rs2981745

CC 19 | 135 11,2 15 | 135

TT 6 | 14,1 6,8 5 14,6
SFTPD

CT 11 | 13,4 | 0,5706 0 1,0000 | 11 | 13,4 | 0,8574
rs2243639

CC 10 | 146 16,3 8 14,4
APOE €3/e4 8 | 152 15,6 7 14,9
rs7412 €2/€3 2 | 11,3 | 1,0000 0 1,0000 | 2 11,3 | 1,0000
rs429358 €3/€3 17 | 145 12,0 15 | 145

Zaobserwowano rozny wiek pierwszej interwencji chirurgicznej u pacjentow z ChLC,
zaleznie od allelu DMBT1 rs2981745 (TT/CT 14,4 (13,4-15,4) vs. CC 14,0 (11,6-15,3);
p=0,0406). U pacjentoéw z NZJ i allelem APOE 2+ (n=4) wiek pierwszej interwencji

chirurgicznej byt mniejszy od innych pacjentow (n=28) (2+ 9,5 (8,6-10,5) vs. inni 14,5

(12,9-15,6); p=0,0180).
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Analiza zwigzku badanych polimorfizmow z wybranymi parametrami opisujgcymi

cigzkosé przebiegu choroby

Liczba hospitalizacji

Nie zaobserwowano réznic w liczbie hospitalizacji z powodu zaostrzenia w zaleznos$ci od
genotypu DMBTL, SFTPD i APOE, takze w grupach WZJG i ChLC, roéwniez w zaleznosci
od allelu badanych polimorfizméw. Wyjatek stanowili pacjenci z ChLC i allelem C+
SFTPD (CC/CT 1 (1-2) vs. TT 2 (1-2); p=0,0289).

Tabela 60. Liczba przebytych hospitalizacji z powodu zaostrzenia (mediana) zaleznie od

genotypu badanych polimorfizmow.

Liczba hospitalizacji z powodu zaostrzenia
Liczba WZJG ChLC
Gen hospitalizacji
Genotyp | n p
SNP z powodu Liczba Liczba
zaostrzenia hospitalizacji hospitalizacji
n Y n p
z powodu z powodu
zaostrzenia zaostrzenia
AA 84 1,0 32 1,00 52 1,0
DMBT1
AG 129 2,0 0,3277 | 61 2,00 0,5883 | 68 1,5 0,5472
rs2981804
GG 54 1,0 24 1,00 30 1,5
TT 22 1,0 8 1,0 14 1,0
DMBT1
CT 118 2,0 0,3077 | 56 2,0 0,5471 | 62 2,0 0,5422
rs2981745
CcC 127 1,0 53 2,0 74 1,0
TT 39 1,0 14 2,0 25 1,0
SFTPD
CT 140 2,0 0,0864 | 66 2,0 0,6414 | 74 2,0 0,0575
rs2243639
CcC 88 1,0 37 1,0 51 1,0
APOE €3/e4 60 15 30 2,0 30 1,0
rs7412 €2/e3 36 1,0 0,4427 | 11 1,0 0,3399 | 25 1,0 0,9488
rs429358 €3/e3 164 2,0 72 2,0 92 1,0

APOE &2/e4 (n=3): 1 (tj. dwoch pacjentow z WZIG: 3,5; pacjent z ChLC: 1,0); £2/e2 (n=1): 1 (ChLC); e4/e4 (n=3): 1 (1.
dwoch pacjentéw z WZJG: 3,0; pacjent z ChLC: 1)
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Nie zaobserwowano réznic w liczbie hospitalizacji z powodu zaostrzenia na rok trwania
choroby w zaleznosci od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE, rowniez w grupach WZJG i

ChLC i w zaleznosci od allelu badanego polimorfizmu.

Tabela 61. Liczba hospitalizacji z powodu zaostrzenia na rok trwania choroby (mediana)

zaleznie od genotypu badanych polimorfizméow.

Liczba hospitalizacji z powodu zaostrzenia/rok
Liczba WZIG ChLC
Gen Genot hospitalizacji z
enotyp | n p i i
SNP powodu Hobe Heba
. hospitalizacji z hospitalizacji z
zaostrzenia/rok n p n p
powodu powodu
zaostrzenia/rok zaostrzenia/rok
AA 60 0,5 22 0,6 38 0,4
DMBT1
AG 98 0,6 0,6072 | 45 0,7 0,9496 | 53 0,6 0,6644
rs2981804
GG 41 0,6 16 0,9 25 0,6
TT 16 0,7 4 0,6 12 0,8
DMBT1
CT 94 0,6 0,9171 | 43 0,6 0,7901 | 51 0,5 0,6706
rs2981745
ccC 89 0,6 36 0,7 53 0,5
TT 27 0,6 9 1,3 18 0,4
SFTPD
CT 108 0,6 0,5699 | 50 0,6 0,4227 | 58 0,6 0,2562
rs2243639
ccC 64 0,6 24 0,7 40 0,5
APOE €3/ed 45 0,6 20 0,9 25 0,4
rs7412 €2/€3 25 0,4 0,4828 | 8 0,4 0,4786 | 17 0,6 0,8768
rs429358 €3/e3 | 122 0,6 51 0,6 71 0,5

APOE ¢2/g4 (n=3): 0,7 (tj. dwoch pacjentow z WZIG: 0,7; pacjent z ChLC: 0,3); £2/£2 (n=1): 0,2 (ChLC); ¢4/e4 (n=3):
0,2 (tj. dwoch pacjentow z WZJIG: 0,8; pacjent z ChLC: 0,7).
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Liczba dni hospitalizacji

Nie zaobserwowano roznic w liczbie dni hospitalizacji z powodu zaostrzenia w zaleznosci
od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE rowniez w grupach WZJG i ChLC i w zaleznosci od

allelu badanego polimorfizmu.

Tabela 62. Liczba dni hospitalizacji z powodu zaostrzenia (mediana) zaleznie od genotypu

badanych polimorfizmow.

Liczba dni hospitalizacji z powodu zaostrzenia
Liczba dni WZIG ChLC
Gen Genot hospitalizacji
enotyp | n p - . . -
SNP z powodu LIC?ba-an" Llc%ba-dm"
] hospitalizacji hospitalizacji
zaostrzenia n p n p
z powodu z powodu
zaostrzenia zaostrzenia
AA 83 10,0 32 9,5 51 12,0
DMBT1
AG 126 13,0 0,9806 | 60 15,0 0,8314 | 66 12,0 0,9425
rs2981804
GG 53 8,0 23 11,0 30 7,5
TT 22 7,0 8 9,5 14 6,5
DMBT1
CT 115 12,0 0,7899 | 54 14,0 0,8646 | 61 12,0 0,7875
rs2981745
cC 125 11,0 53 10,0 72 11,5
TT 37 10,0 13 18,0 24 7,5
SFTPD
CT 139 14,0 0,4710 | 65 14,0 0,7960 | 74 13,5 0,2151
rs2243639
cC 86 10,0 37 11,0 49 10,0
APOE €3/ed 57 13,0 29 18,0 28 9,5
rs7412 £2/€3 36 9,5 0,6534 | 11 6,0 0,3935 | 25 10,0 0,8436
rs429358 €3/€3 162 12,0 71 12,0 91 12,0

APOE &2/e4 (n=3): 7 dni (tj. dwoch pacjentow z WZJG: 17,5 ; pacjent z ChLC: 7); €2/e2 (n=1): 5 dni (ChLC); &4/e4
(n=3): 14 dni (4j. dwich pacjentow z WZJIG: 43 dni; pacjent z ChLC: 14 dni).
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Nie zaobserwowano réznic w liczbie dni hospitalizacji z powodu zaostrzenia na rok trwania
choroby w zalezno$ci od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE rowniez w grupach WZJG i
ChLC.

Tabela 63. Liczba dni przebytych hospitalizacji z powodu zaostrzenia na rok trwania

choroby (mediana) zaleznie od genotypu badanych polimorfizméw.

Liczba dni hospitalizacji z powodu zaostrzenia/rok

Liczba dni WZIG ChLC
Gen Genot hospitalizacji z
enotyp | n p - . . .
SNP powodu LI(-Jszii dn-l- LI?Zbé dn-l-
. hospitalizacji z hospitalizacji z
zaostrzenia/rok n p n p
powodu powodu
zaostrzenia/rok zaostrzenia/rok
AA 60 44 22 57 38 3,7
DMBT1
AG 98 4.8 0,9731 | 45 53 0,9723 | 53 4,8 0,9883
rs2981804
GG 41 4,6 16 5,0 25 3,5
TT 16 55 4 55 12 44
DMBT1
CT 94 4,5 0,8172 | 43 4,6 0,5430 | 51 4.4 0,9861
rs2981745
CC 89 4,7 36 6,2 53 3,8
TT 27 5,7 9 9,7 18 2,7
SFTPD
CT 108 51 0,4665 | 50 53 0,2352 | 58 4,9 0,5406
rs2243639
CcC 64 3,8 24 4,0 40 3,7
APOE €3/e4 45 6,0 20 1,7 25 3,1
rs7412 €2/€3 25 3,5 0,2109 | 8 3,8 0,1848 | 17 3,5 0,4326
rs429358 €3/e3 | 122 4.8 51 4.8 71 4.8

APOE ¢2/e4 (n=3): 2,4 (tj. dwoch pacjentow z WZJIG: 2,9; pacjent z ChLC: 2,4); €2/¢2 (n=1): 0,8 (ChLC); e4/e4 (n=3):
9,4 (tj. dwoch pacjentow z WZJG: 11,4, pacjent z ChLC: 9,4).

Pacjenci z NZJ i allelem APOE 2+ (n=29) mieli mniejszg liczbe dni hospitalizacji z powodu

zaostrzenia na rok trwania choroby od innych pacjentéw (n=169) (2+ 3,1 (1,0-4,5) vs. inni
5,0 (1,6-8,4);p=0,0390).
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Liczba zaostrzen od czasu rozpoznania
Nie zaobserwowano roznic w liczbie zaostrzen od czasu rozpoznania w zaleznosci od
genotypu DMBT1, SFTPD i APOE, rowniez w zalezno$ci od allelu badanego polimorfizmu
oraz w grupach WZJG i ChLC.

Tabela 64. Liczba zaostrzen od czasu rozpoznania (mediana) zaleznie od genotypu

badanych polimorfizmow.

Liczba zaostrzen od czasu rozpoznania
Liczba WZJG ChLC
Gen zaostrzen od
SNP Genotyp n czasu P Liczba Liczba
. zaostrzen od zaostrzen od
rozpoznania n p n p
czasu czasu
rozpoznania rozpoznania
AA 80 1,0 31 1,0 49 1,0
DMBT1
AG 126 2,0 0,7397 | 59 2,0 0,7637 | 67 2,0 0,9488
rs2981804
GG 54 1,0 24 1,0 30 1,0
TT 22 1,0 8 1,0 14 1,0
DMBT1
CT 117 2,0 0,6546 | 55 2,0 0,4846 | 62 2,0 0,9845
rs2981745
CC 121 1,0 51 2,0 70 1,0
TT 37 1,0 13 2,0 24 1,0
SFTPD
CT 138 2,0 0,1654 | 66 2,0 0,6899 | 72 2,0 0,1247
rs2243639
CcC 85 1,0 35 1,0 50 1,5
APOE €3/e4 56 2,0 28 15 28 2,0
rs7412 €2/€3 3 1,0 0,2895 | 11 1,0 0,3553 | 25 1,0 0,7322
rs429358 €3/€3 161 2,0 71 2,0 90 2,0

APOE &2/e4 (n=3): 1 (tj. dwoch pacjentow z WZJG: 3,5; pacjent z ChLC: 1); e2/e2 (n=1): 1 (ChLC); e4/e4 (n=3): 2 (1.
dwoch pacjentow z WZJG: 3,5; pacjent z ChLC: 1)
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Nie zaobserwowano roznic w liczbie zaostrzen od czasu rozpoznania na rok trwania

choroby w zaleznos$ci od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE, réwniez w zaleznosSci od

allelu badanego polimorfizmu oraz w grupach WZJG i ChLC.

Tabela 65. Liczba zaostrzen od czasu rozpoznania na rok trwania choroby (mediana)

zaleznie od genotypu badanych polimorfizméow.

Liczba zaostrzen od czasu rozpoznania/rok
Gen Liczba zaostrzen WZIG ChLC
Genotyp | n od czasu p
SNP rozpoznania/rok Liczba Liczba
n zaostrzen od p n zaostrzen od p
rozpoznania/rok rozpoznania/rok
AA 60 0,5 22 0,6 38 0,4
DMBT1
AG 98 0,6 0,6793 | 45 0,6 0,8655 | 53 0,6 0,7904
rs2981804
GG 41 0,6 16 0,9 25 0,4
TT 16 0,6 4 0,6 12 0,6
DMBT1
CT 94 0,6 0,8954 | 43 0,6 0,8877 | 51 0,5 0,9152
rs2981745
CC 89 0,6 36 0,7 53 0,5
TT 27 0,5 9 1,2 18 0,4
SFTPD
CT 108 0,6 0,8514 | 50 0,6 0,6619 | 58 0,5 0,6093
rs2243639
CcC 64 0,6 24 0,7 40 0,6
0,9
APOE €3/e4 45 0,6 20 25 0,4
0,4
rs7412 €2/€3 25 0,4 0,7740 | 8 0,5779 | 17 0,6 0,7565
0,6
rs429358 €3/e3 122 0,6 51 71 0,5

APOE &2/e4 (n=3): 0,7 (4. dwdch pacjentéw z WZJG: 0,7; pacjent z ChLC: 0,3); e2/e2 (n=1): wynosita 0,2 (ChLC);
e4/e4 (n=3): 0,7 (tj. dwoch pacjentow z WZJG: 0,9, pacjent z ChLC: 0,7)
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Nie zaobserwowano roznic w liczbie ciezkich rzutéw od czasu rozpoznania w zaleznosci

od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE .

Tabela 66. Liczba cigzkich rzutéw od czasu rozpoznania (mediana) zaleznie od genotypu

badanych polimorfizmow.

Liczba cigzkich rzutéw od czasu rozpoznania
Liczba WzJG ChLC
Gen C g
SNP rzutoéw od ciezkich ciezkich
rozpoznania n rzutéw od p n rzutéw od p
czasu czasu
rozpoznania rozpoznania
AA 77 1,0 31 1,0 46 1,0
DMBT1
AG 125 1,0 0,1792 | 59 0,0 0,3224 | 66 1,0 0,0935
rs2981804
GG 50 1,0 21 1,0 29 0,0
TT 21 0,0 7 0,0 14 0,0
DMBT1
CT 114 1,0 0,1982 | 53 1,0 0,8299 | 61 1,0 0,0799
rs2981745
CcC 117 1,0 51 1,0 66 1,0
TT 37 1,0 13 1,0 24 1,0
SFTPD
CT 131 1,0 0,2607 | 62 1,0 0,1620 | 69 1,0 0,6034
rs2243639
CcC 84 1,0 36 0,0 48 1,0
APOE €3/e4 53 1,0 27 1,0 26 1,0
rs7412 £2/€3 33 0,0 0,4094 | 10 0,5 0,8349 | 23 0,0 0,3103
rs429358 €3/e3 159 1,0 70 0,5 89 1,0

APOE ¢2/e4 (n=3): 0 (1. dwich pacjentow z WZJG: 1, pacjent z ChLC: 0); e2/e2 (n=1): 0 (ChLC); e4/e4 (n=3): 1 (tj.
dwoch pacjentow z WZJG: 2,5; pacjent z ChLC: 1)

Pacjenci z ChLC i allelem T+ DMBT1 rs2981745 mieli mniej cigzkich rzutéw od czasu
rozpoznania od innych pacjentéw (TT/CT 1 (0-1) vs. CC 1 (0-2); p=0,0438).
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Nie zaobserwowano roéznic w liczbie cigzkich rzutoéw od czasu rozpoznania na rok trwania

choroby w zalezno$ci od genotypu DMBT1, SFTPD i APOE.

Tabela 67. Liczba cigzkich rzutéw od czasu rozpoznania (mediana) na rok trwania choroby

zaleznie od genotypow badanych polimorfizmow.

Liczba cigzkich rzutéw od czasu rozpoznania/rok
Gen Liczba ciezkich WZIG ChLC
Genotyp | n | rzutow od czasu p
SNP rozpoznani alrok Liczba cigzkich Liczba cigzkich
n rzutéw od p n rzutéw od p
rozpoznania/rok rozpoznania/rok
AA 60 0,3 22 0,2 38 0,3
DMBT1
AG 98 0,2 0,2242 | 45 0,0 0,9283 | 53 0,2 0,1055
rs2981804
GG 41 0,0 16 0,1 25 0,0
TT 16 0,0 4 0,0 12 0,0
DMBT1
CT 94 0,1 0,0679 | 43 0,0 0,3974 | 51 0,2 0,1372
rs2981745
CC 89 0,3 36 0,2 53 0,3
TT 27 0,2 9 0,2 18 0,2
SFTPD
CT 108 0,2 0,8032 | 50 0,1 0,6778 | 58 0,2 0,9720
rs2243639
CC 64 0,2 24 0,1 40 0,2
APOE €3/e4 45 0,3 20 0,3 25 0,2
rs7412 €2/€3 25 0,0 0,4042 | 8 0,1 0,6495 | 17 0,0 0,3319
rs429358 €3/€3 122 0,2 51 0,0 71 0,3

APOE £2/64 (n=3): 0 (tj. dwéch pacjentéw z WZJIG: 0,1; pacjent z ChLC: 0); £2/e2 (n=1): 0 (ChLC); e4/e4 (n=3): 0,7
(tj. dwéch pacjentéw z WZJG: 0,7 pacjent z ChLC: 0,7)

Pacjenci z NZJ i allelem C+ DMBTL1 rs2981745 mieli wigcej ciezkich rzutéw na rok
trwania choroby od pozostatych pacjentow (CC/CT 0,2 (0,0-0,5) vs. TT 0,0 (0,0-0,3);
p=0,0373). Pacjenci z ChLC i allelem A+ DMBT1 rs2981804 (AA/AG 0,3 (0,0-0,6) vs. GG
0,0 (0,0-0,3); p=0,0390).
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Analiza zwigzku badanych polimorfizmow z subiektywnymi doznaniami

psychofizycznymi w trakcie przebiegu choroby przewleklej

Nie wykazano istotnej statystycznie roznicy w rozkladzie odpowiedzi dotyczacych
subiektywnego odczucia bdlu i niepokoju oraz stopnia ograniczenia w kontaktach
kolezenskich i zajeciach szkolnych w zalezno$ci od prezentowanego genotypu APOE

(Tabela 68.), DMBTL1 (Tabela 69. i 70.) i SFTPD (Tabela 71.).

Pacjenci z WZJG i allelem APOE 2+ mieli mniejsza punktacje na skali bolu w momencie
rozpoznanania niz pozostali pacjenci (2+ 4 (2-7) vs. inni 6 (4-8); p=0,0300). Pacjenci z
WZJG i allelem APOE 3+ wykazywali mniej ograniczen w uczestnictwie w zajgciach
szkolnych w momencie najci¢zszego rzuty niz pozostali pacjenci (3+ 8 (3-10) vs. 10 (8,5-

10); p=0,0261).

Pacjenci z NZJ i allelem A+ polimorfizmu DMBT1 wykazywali wicksza punktacje na skali
legku w momencie diagnozy (AA/AG 5 (3-8) vs. GG 4 (2-7); p=0,0373). Rowniez pacjenci
z WZJG i allelem A+ wykazywali wigkszy Igk przy rozpoznaniu (AA/AG 5 (3-8) vs. GG
4 (2-7); p=0,0293) a takze w momecie rekrutacji (AA/AG 2 (1-5) vs.1,5 (0-3); p=0,0355).

Pacjenci z ChLC i allelem G+ wykazywali wigkszy lek w momencie rekrutacji od
pozostatych pacjentow (GG/AG 2 (1-3) vs. 1 (0-4); p=0,0456).

Pacjenci z WZJG i allelem T+ SFTPD wykazywali mniejszy bol w momencie rekrutacji
od pozostatych pacjentow (TT/CT 1 (0-3) vs. CC 1,5 (0-4); p=0,0357).
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Tabela 68. Subicktywne doznania psychofizyczne u pacjentéw z nieswoistymi zapaleniami

jelit w zalezno$ci od prezentowanego genotypu APOE (0 — brak efektu, 10 —maksymalny

efekt).

Genotyp APOE Wartosé
) ) ) €2/e2 | €2/e3 | €2/ed | €3/e3 | €3/ed p

Subiektywne doznania psychofizyczne [moda] ed/ed
n 2 38 3 176 60 4
Bol w momencie rozpoznania 6 4 4 6 7 0 0.3234
n 2 38 3 174 61 4
Bol W.okr?s?e najintensywniejszego nasilenia 9 10 4 9 10 0 0,4933
dolegliwos$ci
n ’ . _ . 2 38 3 176 62 4 0,8301
Bol w momencie rekrutacji do badania 0 0 0 0 0 0
n . _ . . 2 38 2 175 62 4 0,9527
Niepoko6j w momencie rozpoznania 4 2 4 5 8 3
n 2 38 3 176 62 4
Niepokoj w okresie najintensywniejszego nasilenia 0,8088

O 6 7 2 8 8 6
dolegliwosci
n 2 38 3 176 62 4 0.6877
Niepokoj w momencie rekrutacji do badania 3 0 0 0 1 0 '
n 2 38 3 175 62 4
O_gramczema w kontaktach kolezenskich w momencie 3 0 1 0 0 0 06879
diagnozy
n 2 38 3 176 62 4
Ogramczema w kqntaktach kolrezensklch w okresie 0 0 5 0 0 9 0,4134
najwickszego nat¢zenia objawow
n 2 38 3 176 62 4
Ogramc_z_ema W kor_ltaktach kolezenskich w momencie 0 0 0 0 0 0 0,8516
rekrutacji do badania
n 2 38 3 174 61 4
Ogramcz_ema W uczestnictwie w zaj gciach szkolnych w 1 3 3 0 10 0 0,6633
momencie rozpoznania
n 2 38 3 176 61 4
Ograr}lczeplg w uczestmct\.zvle.w za] 6;01fich szkolnych w 2 10 10 10 10 10 0,6619
okresie najwigkszego natgzenia objawow
n 2 38 3 176 62 4
Ograniczenia w uczestnictwie w zaj¢ciach szkolnych w 0 0 0 0 0 4 0,8419

momencie rekrutacji do badania

Nie obserwowano r6znic w grupach ChLC 1 WZJG.
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Tabela 69. Subicktywne doznania psychofizyczne u pacjentéw z nieswoistymi zapaleniami
jelit w zaleznosci od prezentowanego genotypu DMBT1 rs2981804 (0 — brak efektu, 10 —
maksymalny efekt).

DMBT1
rs2981804 Wartos¢ p
AA| AG |GG
n 87 | 140 | 56
; : 0,3742
Bo6l w momencie rozpoznania 7 8 6
n 87 | 139 |56
. . . L . 0,2976
Bol w okresie najintensywniejszego nasilenia dolegliwosci 10 | 10 |10
n 88 | 140 | 57
; . ; 0,8940
Bol w momencie rekrutacji do badania 0 0 0
n 88 | 138 | 57
; . ; ; 0,0607
Niepokoj w momencie rozpoznania 4 3 8
n 88 | 140 | 57
; : T — — . , 0,1087
Niepokoj w okresie najintensywniejszego nasilenia dolegliwosci | 8 8 8
n 88 | 140 |57
: : : -~ . 0,1759
Niepoko6j w momencie rekrutacji do badania 0 0 1
n 88 | 139 |57
: : . P 0,2818
Ograniczenia w kontaktach kolezenskich w momencie diagnozy | 0 0 0
n 88 | 140 |57
Ograniczenia w kontaktach kolezefiskich w okresie najwickszego | o | o |45 0,3840
natgzenia objawow
n 88 | 140 |57
Ograniczenia w kontaktach kolezefiskich w momencie rekrutacji 0 0 0 0,4652
do badania
n 87 | 138 |57
Ograniczenia w uczestnictwie w zajeciach szkolnych w ol 10 |s 0,2820
momencie rozpoznania
n 88 | 139 |57
Ograniczenia w uczestnictwie w zajgciach szkolnych w okresie 0,3896
> L 10 | 10 |10
najwickszego natgzenia objawow
n 88 | 140 | 57
Ograniczenia w uczestnictwie w zaj¢ciach szkolnych w 0,2923
. . . 0 0 0
momencie rekrutacji do badania

Pacjenci z ChLC ro6znili si¢ punktacja na skali leku w momencie ropoznania (p=0,0346)
I w momencie najciezszego rzutu (p=0,0351) w zaleznosci od genotypu DMBT1
rs2981804. Pacjenci z WZJG roznili si¢ punktacja na skali Ilgku w momencie rekrutacji
(p=0,0338).
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Tabela 70. Subicktywne doznania psychofizyczne u pacjentow z nieswoistymi zapaleniami
jelit w zaleznosci od prezentowanego genotypu DMBT1 rs2981745 (0 — brak efektu, 10 —
maksymalny efekt).

DMBT1 .
rs2081745 | Yartoscp
CC | CT|TT
n 136 | 123 |24
; : 0,1116
Bo6l w momencie rozpoznania 7 7 |10
n 136 | 122 |24
. . . . . 0,2357
Bol w okresie najintensywniejszego nasilenia dolegliwo$ci 9 10 |10
n 137 | 123 |25
; . : 0,8701
Bol w momencie rekrutacji do badania 0 0 |0
n 136 | 122 |25
: . ; . 0,8395
Niepoko6j w momencie rozpoznania 4 7 |2
n 137 | 123 |25
; : T — . , : 0,2681
Niepokoj w okresie najintensywniejszego nasilenia dolegliwosci 8 8 |6
n 137 | 123 |25
; . ; - . 0,5234
Niepokoj w momencie rekrutacji do badania 0 0 |1
n 136 | 123 |25
; ; ; . - 0,4413
Ograniczenia w kontaktach kolezenskich w momencie diagnozy 0 0 |0
n 137 | 123 |25
Ograniczenia w kontaktach kolezenskich w okresie najwickszego o |10 |10 0,508
natezenia objawow
n 137 | 123 |25
Ograniczenia w kontaktach kolezenskich w momencie rekrutacji 0 0 |o 0,9824
do badania
n 136 | 121 |25
Ograniczenia w uczestnictwie w zajeciach szkolnych w o |10 o 0,9807
momencie rozpoznania
n 136 | 123 |25
Ograniczenia w uczestnictwie w zajeciach szkolnych w okresie 0,7378
S L 10 | 10 |10
najwickszego natgzenia objawow
n 137 | 123 |25
Ograniczenia W uczestnictwie w zajeciach szkolnych w o lo |1 0,4758
momencie rekrutacji do badania

Nie obserwowano roznic w grupach ChLC 1 WZJG.
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Tabela 71. Subicktywne doznania psychofizyczne u pacjentéw z nieswoistymi zapaleniami
jelit w zaleznosci od prezentowanego genotypu SFTPD rs2243639 (0 — brak efektu, 10 —
maksymalny efekt).

SFTPD .
rs2243639 | VYATtOSEP
CC| CT |TT
n 96 | 144 |43
; : 0,5754
Bol w momencie rozpoznania 8 7 7
n 95 | 144 |43
. T . L . 0,9533
Bol w okresie najintensywniejszego nasilenia dolegliwos$ci 8 | 10 |10
n 96 | 146 |43
; . ; 0,2733
Bol w momencie rekrutacji do badania 0 0 0
n 96 | 145 |42
; . ; ; 0,6308
Niepokoj w momencie rozpoznania 3 7 7
n 96 | 146 |43
; : T — o . . 0,1756
Niepokoj w okresie najintensywniejszego nasilenia dolegliwosci | 7 8 8
n 96 | 146 |43
: : : -~ . 0,9360
Niepoko6j w momencie rekrutacji do badania 0 0 0
n 96 | 145 |43
: : . P 0,5237
Ograniczenia w kontaktach kolezenskich w momencie diagnozy 0 0 0
n 96 | 146 |43
Ograniczenia w kontaktach kolezefiskich w okresie najwigkszego | o | o | 1g 0,9421
natezenia objawow
n 96 | 146 |43
Ograniczenia w kontaktach kolezenskich w momencie rekrutacji 0 0 0 0,6954
do badania
n 96 | 144 |42
Ograniczenia W uczestnictwie w zajeciach szkolnych w momencie | .o | 5 | 0,5217
rozpoznania
n 96 | 145 |43
Ograniczenia w uczestnictwie w zaj¢ciach szkolnych w okresie 0,9730
> L 10 | 10 |10
najwickszego natgzenia objawow
n 96 | 146 |43
Ograniczenia w uczestnictwie w zajeciach szkolnych w momencie 0,6522
" . 00 |O
rekrutacji do badania

Nie obserwowano r6znic w grupach ChLC 1 WZJG.
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4.2. BADANIE DOTYCZACE WZGLEDNEJ DEUGOSCI TELOMEROW W MUKOWISCYDOZIE

4.2.1. Charakterystyka badanych grup

Badanie obejmowato 34 pacjentoéw z mukowiscydoza (dziewczynki n=15, chtopcy n= 19)
i 36 zdrowych 0sob z grupy kontrolnej (dziewczynki n=14, chtopcy n=22) (Tabela 72).

Tabela 72. Charakterystyka epidemiologiczna badanych grup.

Mukowiscydoza Kontrola
Liczebnos¢ n=34 n=36
Chtopcy 19 22
Dziewczynki 15 14
Chtopcy:dziewczynKi 1,27:1 1,57:1
Wiek [lata]
X £ SD 76+15 78+15
Mediana 7,5 7,9
(1-3 kwartyl) (6,2-8,7) (6,5-9,2)

U wszystkich pacjentow okreslono mutacje w jednym lub obu allelach genu CFTR
(Tabela 73.). Homozygotami F508del byto 8 (23,5%) pacjentow. Obecno$¢ tej mutacji W
jednym allelu wykazano u 21 (61,8%) chorych.
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Tabela 73. Czesto$¢ wystgpowania poszczegdlnych genotypow U chorych na

mukowiscydozg.

Mutacja n %

508del/F508del 8 23,5
F508del/dele2,3 (21kb) 3 8,8
F508del/2184insA 2 59
F508del/1717-1G>A 2 59
F508del/- 2 59
F508del/T582I 1 2,9
F508del/53+2T>C 1 2,9
F508del/G85E 1 2,9
F508del/G542X 1 2,9
F508del/E92K 1 2,9
F508del/2143delT 1 2,9
F508del/3849+10kbC>T 1 2,9
F508del/296+1G>T 1 2,9
F508del/R553X 1 2,9
F508del/2183AA>G 1 2,9
F508del/R1102X 1 2,9
F508del/R347P 1 2,9
R553X/3849+10kbC>T 1 2,9
W1282X/dele2,3(21kb) 1 2,9
G542X/G542X 1 2,9
G542X/N1303K 1 2,9
2184insA/2789+2insA 1 2,9
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4.2.2. Stan odzywienia uczestnikow badania

Tabela 74. Parametry antropometryczne chorych na mukowiscydoze i zdrowych dzieci.

BMI [z score]

-0,39 ([-0,81]-0,14)

-0,04 ([-0,45]-0,46)

Parametr
X¢r £ SD Mukowiscydoza Kontrola
Warto$¢ p
Mediana (1 -3 n=34 n=36
kwartyl)
24,8+5,3 27,9+6,6
Masa ciata [kg] 0,0591
23,5 (21,9-27,3) 26,5 (22,3-32,5)
124,9+10,4 128,5+10,3
Wysoko$¢ ciata [cm] 0,0949
123,0 (118,0-133,0) 127,0 (122,5-136,0)
15,7+1,6 16,6+2,0
BMI [kg/cm?] 0,0477
15,5 (14,9-16,6) 16,2 (15,5-17,5)
Standaryzowana
-0,39+0,78 0,08+0,90
warto$¢ 0,0200
-0,63 ([-0,85]-0,07) -0,06 ([-0,57]-0,63)
masy ciala [z score]
Standaryzowana
-0,42+1,07 0,05+1,13
warto$¢ wysoko$ci 0,0451
-0,44 ([-1,15]-0,13) 0,06 ([-0,60]-0,84)
ciata [z score]
Standaryzowana
-0,27+0,77 0,09+0,81
warto$¢ 0,0480

BMI — (ang. body mass index) wskaznik masy ciata

4.2.3. Ekspresja kliniczna choroby

Ekspresj¢ kliniczna mukowiscydozy przedstawniono w Tabelach 75 i 76. U zadnego z

pacjentow nie Stwierdzono marskosci watroby. U zadnego z badanych pacjentéw nie

zdiagnozowano cukrzycy.
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Tabela 75. Ekspresja kliniczna choroby u pacjentow z mukowiscydozg — cechy ilosciowe.

Mediana
Parametr n
(1-3 kwartyl)
Stezenie elastazy 1[pg/g] 34 15 (15-44)
Stezenie chlorkow w pocie metoda 26

111 (99-115)
konduktometryczng [mmol/l]

Stezenie chlorkéw w pocie metoda jonoforezy 33

] _ _ 92 (77-107)
pilokarpinowej [mmol/l]
Wiek proby potowej [wartos¢ dziesigtna] 33 0,2 (0,2-0,3)
FEV1 [%] 25 92 (79-104)

Tabela 76. Ekspresja kliniczna choroby u pacjentow z mukowiscydozg — cechy jakosciowe.

Parametr n (%)
Choroba watroby zwigzana z mukowiscydoza 22 (64,7)
Polipy nosowe 8 (23,5)
Przewlekle zapalenie zatok 9 (26,5)
Niedrozno$¢ smotkowa 4 (11,8)
Niewydolno$¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki 27 (79,4)
Zakazenie Pseudomonas aeruginosa 1(2,9)
Objawy choroby refluksowej przetyku 2 (5,7)

Wspotwystepowanie innych chorob

Wsrod innych chorob wspotwystepujacych z mukowiscydoza najczesciej postawiano
rozpoznanie alergii wziewnej i pokarmowej (3 pacjentow; 8,6%) oraz niedoczynnosci

tarczycy (2 pacjentow; 5,7%).

Stosowane leczenie

Wiegkszo$¢ pacjentow przyjmowata enzymy trzustkowe (31; 91,2%) oraz leki
gastroenterologiczne i suplementy diety (w tym kwas ursodezoksycholowy, inhibitory

pompy protonowej, ornityne, fosfolipidy, sybiling, probiotyki) (31; 91,2%). Wszyscy
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badani byli leczeni preparatem dornazy alfa oraz suplementowali witaminy rozpuszczalne
w tluszczach. Glikokortykosteroidy wziewne bylty podawane 13 (38,2%), a beta-mimetyki
30 (88,2%) pacjentom. Czterech pacjentdow przyjmowato antybiotyki w ostatnim roku
(11,8%).

4.2.4. Ocena ciezkoS$ci przebiegu mukowiscydozy

Czestos$¢ zaostrzen choroby oskrzelowo-ptucnej okreslona u 32 dzieci z mukowiscydozg
wynosita srednio 1,3 (+1,4) rocznie (mediana: 1,0; 1-3 kwartyl: 0,5-1,0). Dzieci w tej
grupie wiekowej byly hospitalizowane zarowno jednodniowo, jak i powyzej jednego dnia
srednio 6 razy (odpowiednio 5,9+3,5 i 5,5+5,0). Mediana liczby hospitalizacji
jednodniowych wynosita 5 (1-3 kwartyl: 4-7), a hospitalizacji wielodniowych 4 (1-3
kwartyl: 2-8). Srednia liczba dni spedzonych w szpitalu dla pacjentéw bioracych udziat w
badaniu wynosita 47 dni (mediana: 28 dni; 1-3 kwartyl: 15-55 dni).
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4.2.5. Wzgledna dlugosé¢ telomerow a ekspresja mukowiscydozy i ciezkosé jej
przebiegu

Wzgledna dtugos¢ telomeréw nie roznita si¢ miedzy pacjentami z mukowiscydozg a
zdrowymi ochotnikami (mediana [1-3 kwartyl]: 0.895 [0,763-1,129] vs. 0,992 [0,838-
1,223]; p=0,1585) (Ryc. 13.)

A B

2.0 2.0+
1.8+ 1.8+
1.6_ 1 67
_l 1.4+ » 1.4+
|ﬂ_: 1.2 }D—: 1.2
1.04 1.0
0.8+ 0.8
0.6-| 0.6
0.4- 0.4
: | I
CF KONTROLA DZIEWCZYNKI CHEOPCY

Ryc. 13. Rozklad warto$ci wzglednych dlugosci telomeréw (RTL) u pacjentéw z
mukowiscydoza 1 zdrowych ochotnikow (A). Rozktad warto$ci wzglednych diugosci

telomerow w zaleznos$ci od pitci (B).

Nie zaobserwowano roznicy we wzglednej dtugosci telomeréw migdzy dziewczynkami a
chtopcami, zarowno dla wszystkich uczestnikow badania (dziewczynki: 0,895 (0,758-
1,149) vs. chlopcy: 0,946 (0,826-1,214); p=0,4369), jak i w grupie pacjentow z CF
(dziewczynki: 0,788 (0,691-1,045) vs. chtopecy: 0,927 (0,825-1,206); p=0,1358) oraz w
grupie kontrolnej (dziewczynki: 0,901 (0,829-1,316) vs. chtopcy: 0,993 (0,841-1,223);
p=0,7850).
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Nie zaobserwowano roznicy we wzglednej dlugosci telomerow w zaleznosci od mutacji

genu CFTR ani w zalezno$ci od badanych cech ekspresji klinicznej choroby (Tabela 77.).

Tabela 77. Wzgledna dtugo$¢ telomeréw W wydzielonych grupach o rdéznej ekspresji
klinicznej choroby.

Wzgledna dtugosé telomerow

mediana (1-3 kwartyl)

Parametr n (%) Warto$¢ p
Tak Nie

Choroba watroby

zwigzana z 22 (64,7) | 0,914 (0,826-1,193) 0,822 (0,690-1,050) 0,3216

mukowiscydoza

Polipy nosowe 8(23,5) | 0,827 (0,753-1,000) 0,914 (0,758-1,154) 0,5976

Przewlekte zapalenie
ok 9(26,5) | 0,931 (0,777-1,033) 0,879 (0,758-1,154) 0,9378
Zato

Niedrozno$é
4(11,8) 0,971 (0,730-1,252) 0,895 (0,758-1,055) 0,8937
smotkowa

Niewydolnos¢
zewnatrzwydzielnicza | 27 (79,4) | 0,957 (0,747-1,155) 0,912 (0,777-1,154) 0,8983
trzustki

Objawy choroby
257 0,769 (0,661-0,876) 0,895 (0,768-1,165) 0,4421
refluksowej przetyku

Homozygotyczno$¢

8(23,5) | 0,783(0,688-1,114) | 0,914 (0,826-1,129) 0,4285
F508del

Analiza korelacji Spearmana wykazata brak istotnych zaleznosci migdzy wzgledng
dlugoscia telomeréw a wybranymi zmiennymi klinicznymi, z wyjatkiem zaleznosci mi¢dzy
RTL i FEV1%, jednak analiza Kkowariancji z uwzglednieniem stosowania
glikokortykosteroidow wziewnych wykazata, ze relacja nie byta znaczgca F(1,22)=0,943,;
p=0,3420, > =0,041 (Ryc. 14.).
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Ryc. 14. Analiza kowariancji z uwzglednieniem stosowania glikokortykosteroidoterapii

wziewnej.

Tabela 78. Wzgledna dtugosé¢ telomerow a wybrane zmienne ciagle oceniajace ekspresje

kliniczng choroby.

) n Rho
Zmienne Wartos$¢ p
(%) | Spearmana
Stezenie aniondw chloru w pocie metoda 26
0,19 0,3647
konduktometryczng [mmol/l] (76,5)
Stezenie anionéw chloru w pocie metodg 33
. ] ] ] 0,02 0,8970
jonoforezy pilokarpinowej [mmol/I] (97,1)
S ie el 1 w kale [ug/g] 4 0,09 0,5977
tezenie elasta w kale -0, ,
zy ng'g (100,0)
25
FEV1 [%] -0,50 0,0117
(73,5)

Pacjenci leczeni glikokortykosteroidoterapia wziewnag (38,2%) mieli znacznie mniejsza
warto$¢ wzglednej dtugosci telomerow w pordéwnaniu do pacjentéw bez tego leczenia
(61,8%) (p=0,0004; mediana [1-3 kwartyl]: 0,753 [0,627-0,829] vs. 1,045 [0,857-1,237]
(Ryc. 15.). Takich roznic nie zaobserwowano dla innych stosowanych form terapii
(Tabela 79.).
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Ryc. 15. Wykres poréwnujacy wzgledna dlugos¢ telomerow (RTL) u pacjentow

przyjmujacych glikokortykosteroidy wziewne 1 pacjentow bez tego leczenia.

Tabela 79. Wzglgdna dtugosé telomerow w wydzielonych grupach pacjentow

poddanych/nie poddanych okreslonej terapii.

Wzgledna dlugos¢ telomerow
_ n Mediana (1-3 kawrtyl) Wartoéé
Stosowane leczenie
(%) P
Tak Nie
Enzymy trzustkowe (93;12) 0,879 (0,758-1,154) | 1,045 (0,753-1,266) | 0,5847
Glikokortykosteroidy | 13 | 264 0 627.0.820) | 1,045 (0,857-1.237) | 0,0004
wziewne (38,2)
. . 30
Beta-mimetyki (85.2) 0,895 (0,758-1,154) | 0,905 (0,789-1,199) | 0,7893
Antybiotyki 4 0,929 (0,740-1,053) | 0,868 (0,758-1,154) | 1,0000
(11,8)
Leki 31
gastroenterologiczne | (91.2) 0,912 (0,753-1,176) | 0,857 (0,777-1,045) | 0,9033
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Regresja logistyczna oceniajaca zwigzek wzglednej dlugosci telomerow z

prawdopodobienstwem, ze uczestnicy stosujg okreslone leczenie (enzymy trzustkowe,

glikokortykosteroidy wziewne, beta-mimetyki, antybiotyki, leki zapisane ze wskazan

dotyczacych przewodu pokarmowego) wykazata statystycznie istotny wynik dla

glikokortykosteroidow wziewnych (y2 (29) = 22,257; p<0,0002) po skorygowaniu dla
wieku, ptci i BMI (Ryc. 16.).

P(steroidy wzewne =1)
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Ryc. 16. Model regresji logistycznej zwiazku wzglednej dlugosci telomeréw (RTL) ze

stosowaniem glikokortykosteroidow wziewnych z uwzglednieniem: wieku, plci i

wskaznika masy ciala BMI.
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Regresja logistyczna oceniajaca zwigzek wzglednej dlugosci telomerow z
prawdopodobienstwem wystepowania wybranego fenotypu klinicznego (tj. niewydolnosé
wnatrzwydzielnicza trzustki, choroba watroby, polipy nosowe, przewlekle zapalenie zatok,
objawy choroby refluksowej przetyku, niedroznos¢ smotkows, zakazenie Pseudomonas
aeruginosa, mutacja F508del) a pacjentami nieprezentujgcymi danego fenotypu, nie

wykazata wystepowania istotnych réznic.

Pacjenci z chorobami wspotwystepujacymi z mukowiscydoza wykazywali
mniejszg wzgledng dlugos¢ telomerow (mediana [1-3 kwartyl]: 0,829 [0,685-0,921]
vs. 1,044 [0,789-1,229]; p=0,0429). Zwigzek wzglednej dtugosci telomeréw z chorobami
wspotistniejagcymi potwierdzono w modelu regresji logistycznej z uwzglednieniem wieku,
pici i BMI [? (28) = 15,260, p=0,0042] (Ryc. 17.). Model poprawnie klasyfikowat 80,0%
przypadkow.
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Ryc. 17. Model regresji logistycznej zwigzku wzglednej dtugosci telomerow z obecnoscia
chorob wspotwystepujacych z mukowiscydoza z uwzglednieniem wieku, ptci 1 wskaznika

masy ciata BMI.

Zaobserwowano istotng korelacje migdzy wzgledna dtugoscia telomerow a liczbg dni

hospitalizacji wielodniowych (Ryc. 18.)
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Ryc. 18. Zwigzek miedzy wzgledng dlugoscig telomerow a wybranymi parametrami

oceniajgcymi ciezkos$¢ przebiegu mukowiscydozy.
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Regresja liniowa z uwzglednieniem BMI i wieku wskazata na istotng zalezno$¢ z liczba

hospitalizacji jednodniowych (Tabela 80.).

Tabela 80. Regresja liniowa miedzy wzgledna dilugoscia telomeréw a badanymi

parametrami ci¢zkos$ci przebiegu.

Mediana Wartos¢
Parametr n R? F
[1-3 kwartyl] p
Zaostrzenia od urodzenia 32 1[1-1] 0.238 | 2.921 | 0.051
Hospitalizacje jednodniowe 33 5[4-7] 0.238 | 3.019 | 0.046
Hospitalizacje wielodniowe 32 4 [2-8] 0.162 | 1.800 | 0.170
Dni hospitalizacji 33 28 [15-55] 0.225 | 2.805| 0.057
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5. DYSKUSJA

Podtoze NZJ jest wieloczynnikowe, a ich etiologia nie zostata jeszcze doktadnie poznana.
Dotychczas zidentyfikowano 240 loci gendéw ryzyka choroby (84). Mimo
dotychczasowych badan przebieg choroby jest rowniez trudny do przewidzenia. Do tej
pory zidentyfikowano kilka wariantow genetycznych, ktore byly zwigzane z przebiegiem
choroby i konieczno$cig wczesnej interwencji (92,95,249). W przypadku mukowiscydozy,
przyczyna choroby jest znana i sa nig mutacje w genie CFTR. Dotychczas opisano 2073
mutacje (250) powodujace duzg zmienno$¢ objawdéw obserwowanych u pacjentéw z CF
(251,252). Wychodzac naprzeciw tym problemom, w pracy podjeto probe zweryfikowania
hipotezy o istnieniu zwigzku polimorfizméw DMBT1, SFTPD i APOE z przebiegiem
nieswoistych zapalen jelit oraz zweryfikowanie hipotezy, ze zmienna dtugos¢ telomerow
leukocytow u dzieci z mukowiscydoza odzwierciedla nasilenie choroby i moze byc¢
zwigzana z fenotypem w CF. Zarowno NZJ, jaki i CF s3 chorobami o charakterze
przewleklym, ogélnoustrojowym, z licznymi objawami ze strony uktadu pokarmowego. W
przypadku obu tych jednostek chorobowych konieczne jest dtugotrwate i niejednokrotnie
intensywne leczenie szpitalne. W przebiegu obu schorzen wystepuje ryzyko zaburzen
rozwoju fizycznego dzieci zwigzane z niedozywieniem, odwodnieniem oraz niedoborami
witamin i mikroelementow. Mimo Kilku podobienstw, CF charakteryzuje si¢ wigkszym
wptywem na funkcjonowanie pacjentow. CF zazwyczaj manifestuje si¢ juz od urodzenia,
podczas gdy szczyt zachorowan na NZJ przypada pomigdzy 20-40 rokiem zycia. W
przebiegu CF wystepuja tez liczne objawy ze strony uktadu oddechowego oraz wigksze
ryzyko wystgpowania powaznych choréb wspotwystepujacych takich jak marskose
watroby i cukrzyca. Ponadto, w CF choroba ma charakter postepujacy, natomiast w NZJ
mogg wystgpowaé dlugie okresy nawet bezobjawowej remisji. Ze wzglgdu na powazny
obraz kliniczny obu chordéb wydaje si¢ zasadnym proba korelacji objawow z wybranymi
czynnikami molekularnymi mogacymi stanowi¢ potencjalng pomoc w wyjasnieniu

fenotypu oraz okresleniu i prognozowaniu ci¢zkos$ci przebiegu.

Zdefiniowanie ogodlnej cigzko$ci NZJ wcigz pozostaje trudne. W norweskim
badaniu kohortowym IBSEN poproszono 423 pacjentow z WZJG o kategoryzacj¢ ich
przebiegu klinicznego w ciagu ostatnich 10 lat przy uzyciu jednej z czterech

predefiniowanych krzywych (253)(Ryc. 19.) Wyniki badania pokazuja, ze wigkszo$¢
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pacjentow doswiadcza wysokiej aktywnosci objawow na poczatku choroby i tagodnego

przebiegu lub remisji w kolejnych latach.

55 % (n=208) 1 % (n=4)

> >
0 10 Iat 0 101at
Krzywa 1: Remisja lub fagodny Krzywa 2: Wzrost ciezkosei
przebieg po poczatkowe] wysokiej przebiegu po poczatkowej niskiej
aktywnosci objawow aktywnosci objawow

6 % (n=22) 37 % (n=139)

0 10 lat 0 10 1at
Krzywa 3: Objawy Krzywa 4: Objawy przewlekle
przewlekle ciagle przerywane

Ryc. 19. Wyniki badania kohortowego IBSEN (Thomas Ochsenkiihn, Geert D'Haens. Gut.
2011;60:1294-1299).

Do tej pory nie poznano markeréw, ktore moglyby z duza czulo$cia 1 swoistoscia
przewidzie¢ przebieg choroby i1 wskazaé pacjentow wymagajacych intensywnego leczenia
na poczatku choroby (254). Obecne badania asocjacyjne catego genomu (SNP-GWAS)
pokazuja, ze nawet przy analizach 15000 przypadkow 1 15000 kontroli, mozna wyjasni¢
tylko 13,6% wariancji choroby, co wskazuje na fakt, ze istniejg inne warianty ryzyka
genetycznego, ktore nie sg sprawdzane przez obecne metody SNP-GWAS (212). Nowe
metody molekularne pozwalajg zidentyfikowaé grupy pacjentow odpowiadajacych na
okreslone leczenie, np. ostatnie badanie wykazato, ze u nosicieli HLA-DQA1*05 po roku
terapii infliksimabem ryzyko wystapienia przeciwciat przeciwlekowych wynosi 92%
(255). Badania te wymagaja rzetelnej charakterystyki klinicznej pacjentow. W niniejszym
badaniu wykorzystali$my spersonalizowany kwestionariusz, obejmujacy najbardziej
znaczace obszary w celu okreslenia nasilenia choroby. Kwestionariusz kliniczny zawiera
pytania dotyczace liczby zaostrzen, hospitalizacji, stosowanej terapii i koniecznoS$ci
interwencji chirurgicznej. W badaniu wiasnym zastosowano takze ocen¢ psychologiczna,
rzadko uwzgledniang w badaniach genetycznych nad NZJ. Wyniki analizy odpowiedzi

pacjentdow w kwestionariuszu doznan psychofizycznych wskazuja na zwigzek alleli APOE
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z bolem w momencie rozpoznania i ograniczeniem uczestnictwa w zajeciach szkolnych w
najciezszym rzucie u pacjentow z WZJG. Allele polimorfizmu DMBT1 rs2981804 byty
zwigzane z subiektywnym odczuciem Igku przy rozpoznaniu i rekrutacji, natomiast allel

T+ polimorfizmu SFTPD z mniejszym bolem w momencie rekrutacji u pacjentow z WZJG.

Jednym z najczgéciej badanych gendéw u cziowieka jest gen kodujacy
apolipoporteing E APOE (18034 rekordow w bazie MEDLINE (256)). Wsrod dziesiagtek
jego polimorfizmow najwicksza uwage poswieca si¢ tym, ktore prowadza do powstania 3
izoform biatkowych — APOE2, APOE3 i APOE4. Wsrod nich APOE4 jest czesto wigzana
ze zwigkszonym ryzykiem réznych choréb np. okoto 50% w przypadku choréb sercowo-
naczyniowych (257). Poczatkowo zwigckszone ryzyko wigzano z wysokimi st¢zeniami
cholesterolu i trojglicerydow we krwi. Jednak ten efekt okazal si¢ niewystarczajacy, aby
wytlumaczy¢ zarowno roéznice w fenotypie chordb sercowo-naczyniowych, jak i zwiazek
z chorobg Alzheimera i innymi jednostkami chorobowymi. Zwrocono wobec tego uwage
na dwie inne, kluczowe wilasciwosci APOE jakimi sga potencjal anty-oksydacyjny i

modulujacy stan zapalny, zmieniajace si¢ w zaleznosci od genotypu.

W niniejszym badaniu podjeto probe znalezienia zwigzku miedzy genotypem
APOE a ci¢zkoscig choroby w NZJ. Gtéwne wyniki badania sugeruja, ze allel APOE2 moze
by¢ istotnie zwigzany z tagodniejszg aktywnoscig ChLC wyrazong skala PCDAI. Badanie
jest jak dotad najwigkszym oceniajacym polimorfizm APOE w NZJ w populacji

europejskiej.

Poprzednie i dotychczas jedyne badanie APOE u pacjentow z NZJ pochodzi z
Arabii Saudyjskiej (258). Wielko$¢ badanej proby wynosita 178 dorostych pacjentow.
Autorzy sugeruja, ze polimorfizmy APOE s3 zwigzane z ryzykiem i wczesnym poczatkiem
NZJ.

Wyniki badan pokazuja, ze poziomy CRP rdéznig si¢ migdzy poszczegdlnymi
genotypami APOE u osob zdrowych (259). Uczestnicy badania z genotypem APOEg3¢e3
wykazywali najwyzsze poziomy CRP w osoczu, podczas gdy uczestnicy z APOEeg4e4 i
APOEeg2¢e4 wykazywali najnizsze poziomy (259). Podobny zwigzek zaobserwowano w
innych jednostkach chorobowych, na przyktad w chorobie wiencowej (260—262). Mérz i
wsp. udowodnili, ze w chorobie wiencowej zardéwno liczba biatych krwinek, jak i
fibrynogen, nie byty zwigzane z genotypem APOE. Z tego wzgledu zasugerowano, ze efekt

ten nie jest zwigzany z zapaleniem, ale raczej ze szlakiem syntezy
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mewalonianu/cholesterolu, ktora moze by¢ obnizona u nosicieli APOE4 w odpowiedzi na
zmieniony metabolizm lipoprotein i wychwyt w watrobie (263). Podobnie w badaniu Yun
I wsp. allel APOE4 byt zwigzany z mniejszym stezeniem CRP, ale nie z liczba biatych
krwinek (264). Doktadny mechanizm powyzszego zjawiska nie zostal wyjasniony.
W badaniach wlasnych zaobserwowano réznice w stezeniach CRP w momencie
najciezszego rzutu NZJ. Rola APOE w NZJ jest w duzej mierze nieznana. Badania
z wykorzystaniem mysich komdrek nablonka okreznicy wykazatly, ze peptyd nasladujacy
APOE (COG112) hamuje odpowiedz zapalng na Citrobacter rodentium (265), bakterie, o
ktorej wiadomo, ze powoduje zapalenie jelita grubego u myszy (266). Autorzy
zasugerowali, ze peptyd moze dziata¢ poprzez hamowanie odpowiedzi prozapalnych

zwigzanych z NF-kB w nabtonku (265).

Badanie wtasne nie obejmowato grupy kontrolnej zdrowych ochotnikow, niemniej
jednak polimorfizmy APOE u zdrowych osob byly badane w populacji polskiej
Kilkukrotnie (244,245,246,247), co pozwolito oszacowac, czy istnieje roznica w rozktadzie
genotypow. Czestosci wystgpowania genotypu €3/e3 byta mniejsza u pacjentow z NZJ w
poréwnaniu z kontrola, co jest zgodne z poprzednim badaniem z Arabii Saudyjskiej (258).
Jednocze$nie wystepowata wigksza czesto$¢ genotypu €3/e4 w grupie NZJ w poréwnaniu
z grupg kontrolng a efekt utrzymywal si¢ po zwigkszeniu grupy kontrolnej do 425 osob.
Niestety z uwagi na niepeine dane z pozostatych zrodet pismienniczych dalsze zwigkszenie

liczby 0s6b w grupie kontrolnej w celu weryfikacji tej roznicy jest niemozliwe.

Bialko SALSA, wczesniej nazywane DMBT1 wchodzi w interakcje z powierzchnig
komorek nablonkowych oraz patogenami, komérkami $rodbtonka, biatkami dopetniacza i
innymi elementami odpowiedzi immunologicznej. Wystepowanie SALSA w roéznych
izoformach moze skutkowa¢ wigkszym powinowactwem do niektorych czasteczek, a
interakcje te majg istotne znaczenie biologiczne, coraz czg¢sciej opisywane w literaturze.
Ogolna funkcja SALSA na powierzchniach btony sluzowej wydaje si¢ jasna. Czasteczka
aglutynuje 1 usuwa mikroorganizmy, thumiac ogdlna reakcj¢ zapalng. Jednocze$nie
utrzymuje integralno$¢ bariery powierzchni §luzéwki, wspierajac homeostaze warstwy
nabtonkowej (174,267). Jest to szczegodlnie widoczne w przypadku niektorych izoform,
ktore sg zwigzane z zaostrzong odpowiedzig immunologiczng, takg jak w ChLC. Autorzy
poprzednich badan sugerowali, Zze biatko SALSA moze by¢ stosowane jako kliniczny
marker choroby (211,212), a polimorfizm rs2981804 koreluje z ChLC (184). Zmiana ta

wystepuje w niekodujacej czesci genu DMBTL, ale wptywa na wigzanie czynnikow
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transkrypcyjnych CREBL1 i ATF-2, prowadzgc w ten sposob do zmniejszenia ekspresji
SALSA. W badaniu wtasnym wykazano kilka istotnych zaleznosci, z ktorych najwieksze
znaczenie wydaje si¢ mie¢ zwigzek polimorfizmu rs2981804 ze stanem odzywienia w NZJ
1 objawami skornymi w przebiegu ChLC. W badaniu Diegelmann i wsp. zbadano czy
istnieje zwigzek mig¢dzy polimorfizmem rs2981804 a wiekiem diagnozy, lokalizacja i
charakterem choroby (Klasyfikacja Montrealska), czesto$cig stosowania immunosupresji,
chirurgia i przetoka u dorostych z ChLC. Nie wykazano zwiagzku rs2981804 z wyzej
wymienionymi cechami fenotypowymi (184). Dalsze badania nad potwierdzeniem

wynikow wlasnych w wigkszej grupie badanych jest kolejnym etapem pracy.

W badaniu Diegelmann i wsp. polimorfizmem najsilniej zwigzanym z ChLC byt
152981804 (p = 3,0 x 107, OR 1,42, 95% CI 1,24-1,63). Drugim polimorfizmam silnie
zwigzanym z ChLC byt rs2981745 (p=7,7 x 103, OR 1,21, 95% CI 1,05-1,39) (184). Oba
te warianty bylty rowniez zwigzane z WZJG, chociaz rs2981745 wykazywat silniejszy
zwigzek (rs2981745: p=2,5 x 1074, OR 1,50, 95% CI 1,24-1,82; rs2981804: p = 2,5 x 10~
3 OR 1,31 95% CI 1,08-1,58 (184). W badaniu wtasnym wykazano, ze wérod chorych z
WZJG pacjenci z wariantem TT polimorfizmu rs2981745 maja wicksze stezeania CRP
przy rozpoznaniu i w momencie najci¢zszego rzutu niz pacjenci z pozostatymi wariantami.
W badaniu Diegelmann i wsp. allel T+ polimorfizmu rs2981745 byt zwigzany z wiekiem
diagnozy (<16 lat), lokalizacja w jelicie kretym i grubym (L3) i charakterem bez zwezen i
przetok (B1).

Badania funkcji SFTPD w przewodzie pokarmowym wykazaty, ze SFTPD ulega
ekspresji w nabtonku jelitowym i petni kluczowa role we wrodzonej obronie gospodarza i
regulacji odpowiedzi zapalnej (213,214). Dane literaturowe wskazuja na zwigzek
polimorfizméw SFTPD z przebiegiem choroby i zwigkszonym ryzykiem zachorowania na
NZJ, co udokumentowano u pacjentéw z Japonii i Pensylwanii (233,234). Zasugerowano,
ze SFTPD moze by¢ genem podatnosci na chorobe, jak réwniez modyfikujacym chorobe.
Ekspresja bialkka SFTPD w nabtonku okreznicy pacjentow z NZJ silnie koreluje z
aktywnoscig zapalna (R?=0,78, p <0,0001; ChLC (R? = 0.92) WZJG (R?=0.78), cho¢ nie
obserwowano tak silnego zwigzku w modelu mysim (235). Wiele badan podstawowych
wskazywato na znaczenie biatka SFTPD w alergii (268,269). Obecnie brak jest danych na
temat zwigzku SFTPD rs2243639 z ciezkoscig choroby w NZJ. Badania wtasne sugeruja,
ze najwigcksze znaczenie wydaje si¢ mie¢ zwigzek allelu T z leczeniem

glikokortykosteroidoterapig systemowg u pacjentéw z UC.
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Badania nad dlugoscig telomerow cieszg si¢ duzym zainteresowaniem. Wpisanie
hasta ,,telomeres” w bazie danych Medline pozwala na identyfikacj¢ 24 872 rekordow
(256). Dotychczas poznano kilka metod oceny dtugosci telomeréw, a kazda z nich ma
swoje wady i zalety. Pierwszag metoda pomiaru dlugosci telomeréw byla metoda
koncowych fragmentéw restrykcyjnych (ang. terminal restriction fragment, TRF), ktora
polega na trawieniu genomowego DNA przy pomocy enzymow restrykcyjnych tngcych
sekwencje nietelomerowe, a nastepnie wizualizacji wyniku na zelu agarozowym z uzyciem
sond nakierowanych na sekwencje TTAGGG (270). W kolejnym etapie intensywnos$¢
prazka jest porownywana z markerem o znanych dlugosciach DNA. Metoda ta jest
uznawana za ztoty standard pomiaru dlugosci telomeréw, natomiast nie jest pozbawiona
wad. Kluczowym aspektem tej metody jest integralno$¢ i jakos$¢ uzytego materiatu
genetycznego, ktorych cechy moga spowodowaé przeszacowanie prawdziwej dlugosci
telomeréw. Metodologia ta jest rowniez pracochtonna i nie jest w stanie wykry¢ krotkich
telomerdéw, poniewaz bardzo krotkie telomery mogg nie wigza¢ skutecznie sondy (270).
Aby unikng¢ koniecznosci uzycia duzych ilosci DNA, opracowano metode analizy
dhugosci telomerow opartg na reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) (270,271). Dtugosé
telomerow w tej metodzie okre$la si¢ iloSciowo przez pordwnanie ilo$ci produktu
amplifikacji telomeru (T) z iloscig produktu genu o pojedynczej kopii (S). Obliczony
stosunek T/S, jest warto$cig wzgledna, ktora koreluje ze $rednig dtugoscia telomeru (ale
nie jest doktadnym oszacowaniem liczby par zasad). W badaniach Terry i wsp. podjeto
probe okreslenia ilosci par zasad ze stosunku T/S (T/S=1=4270 par zasad) (272). Nie
istnieja jednak zadne ogdlnie przyjete wartosci referencyjne. Techniki oparte na PCR maja
wysoka przepustowos$¢ umozliwiajagcg prowadzenie duzych badan epidemiologicznych,
jednakze wygenerowane wyniki nie moga by¢ poréwnywane miedzy laboratoriami.
Ograniczenie to wynika z r6znic w jakosci i metodyce ekstrakcji genomowego DNA oraz

wysokiego poziomu zmienno$ci miedzy pomiarami.

Dhugos¢ telomeréw modulowana przez ro6zne czynniki wewngtrzne i
srodowiskowe. Jednocze$nie, wykazuje obiecujacy potencjat dla medycyny translacyjne;j
(273,274). Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze dtugos¢ telomeréow ponizej <5000 pz
jest zwigzana z gorszym przezyciem W przewlektej biataczce limfocytowej (143). W
badaniu wlasnym zrekrutowano dzieci w wieku 5-10 lat co stanowi waski przedziat
wiekowy. Dzigki temu znaczaco ograniczony zostal wptyw czynnikow zaktocajacych,

takich jak réznice w stylu zycia (24). Pozwala to skupi¢ si¢ szczegdlnie na czynnikach
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zwigzanych z mukowiscydoza, takich jak leczenie, genotyp CFTR i fenotyp choroby.
Wyniki nie wykazaly znaczacej roznicy we wzglednej dtugosci telomeréw leukocytow
izolowanych z suchych plam krwi wto$niczkowej migdzy pacjentami z mukowiscydozg i

zdrowymi dzie¢mi.

Doniesienia bezposrednio porownujace dtugos$é telomeréw leukocytéw u 0sob z
mukowiscydozg i zdrowych sg nieliczne. Poprzednie badania dotyczace innych tkanek nie
wykazaly réznic. W badaniu Fischer i wsp. nie zaobserwowano znaczgcej roznicy w
dhugosci telomerow komorek nabtonkowych drog oddechowych pomiedzy 18 pacjentami
z CF i tak samo liczng grupg kontrolg. (275). Ponadto, autorzy nie znalezli zadnej korelacji
mig¢dzy dlugoscia telomerdéw a danymi klinicznymi lub cigzkos$cig choroby, w odréznieniu
do badania wtasnego. W innym badaniu, Everaerts i wsp. rowniez nie wykazali istotnej
roznicy dhugosci telomerow tkanki plucnej miedzy pacjentami z CF (n = 12) i grupg
kontrolng (n = 13) (35). Ponadto nie odnotowano zadnej réznicy w dtugosci telomerow
mig¢dzy obszarami z nieprawidlowosciami strukturalnymi a normalnie wygladajaca tkanka
(276). Wada tych badan jest zréznicowanie wieku i ptci badanych osdb, co, jak wykazano,
odgrywa kluczowa role w dynamice dtugosci telomerow (277). Aby unikng¢ podobnych
efektow zakldcajacych, badania przekrojowe powinny koncentrowac si¢ na rygorystycznej
definicji probek i ujednolici¢ wiek oraz pte¢ w kazdej grupie. W badaniach wtasnych, mimo
ze badana proba przekroczyta wielko$¢ z poprzednich badan dwa razy (34, 35), nie wykryto
istotnych roznic migdzy CF a kontrola. Jednakze, nie mozna wykluczy¢ efektu

stochastycznego i pojawienia si¢ roznic przy badaniu wigkszej proby.

Najczestszymi typami komodrek wykorzystywanymi w badaniach dlugosci
telomeréw sg krew petna i komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC). Badanie
oceniajace dlugos¢ telomerow w leukocytach, migsniach szkieletowych, skorze i thuszczu
podskérnym u 87 oso6b dorostych (w wieku 19-77 lat) wykazalo, ze tempo skracania
telomeréw jest podobne we wszystkich badanych tkankach (278). Najdtuzsze telomery
zaobserwowano w migsniach, a najkrétsze w leukocytach, a uzyskane wyniki korelowaty
miedzy tkankami (278). W najnowszym badaniu przeanalizowano 6 391 probek tkanek
reprezentujagcych ponad 20 rodzajow tkanek oraz zaobserwowano réznice migdzy
tkankami, pozytywna korelacje miedzy typami tkanek oraz zwiagzek z wiekiem (279).
Uznaje si¢, ze uzycie krwi jako reprezentacji dynamiki zmian dlugo$ci telomeréw u

cztowieka jest uzasadnione.
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W badaniu wlasnym wykorzystano suche plamy krwi wiosniczkowej pobranej z
palca. Ten mato inwazyjny sposob pobrania niesie ze sobg duzy potencjat szybkiej oceny
wzglednej dlugosci telomeréw u pacjenta (280). Dotychczas niewiele badan
wykorzystywatlo ten rodzaj materiatu do pomiaru dtugosci telomerow (281). W badaniach
Stout et al. wykazano, ze wyniki wzglednej dtugosci telomerow z krwi zylnej koreluja z
wynikami z suchej kropli krwi (280). Stwierdzono, ze krew wlosniczkowa charakteryzuje
si¢ mniejsza liczbg granulocytow (p <0,05) i ptytek krwi (p <0,01)(282). Badania
wykorzystujace krew pelng oceniajg dtugos$¢ telomerow leukocytow sktadajacych sie z
populacji limfocytow, monocytow i granulocytow. Czestym materiatem w badaniach sa tez
PBMC sktadajace si¢ z populacji limfocytéw 1 monocytow. Wykazano, ze u dorostych
limfocyty majg krotsze telomery niz granulocyty (283), dlatego ogdlna dlugos¢ telomerdéw
zalezy od typu badanych komorek. Statystyczna korekta sktadu komoérek jest w tym
przypadku alternatywa, ale w wigkszos$ci przypadkow nie zmienia znaczaco wnioskow

(243).

Tempo skracania telomerow leukocytarnych we wezesnym dziecinstwie okresla si¢
jako szybkie (> 0,2 kb/rok) (9, 10, 18), podczas gdy w wieku dorostym wynosi okoto 0,03
kb/rok (13-17) (284). Szybsze tempo skracania moze by¢ spowodowane zwigkszong
szybkoscig replikacji komoérek u dzieci (285). Po okoto 3 roku zycia szybko$¢ zmiany
dhugosci telomeréw wydaje si¢ by¢ wzglednie stata i podobna do tej u dorostych (285).
Niemniej jednak dtugos$¢ telomerdéw u dwoch osob w tym samym wieku moze by¢ bardzo
rozna i prawdopodobnie wynika to z faktu, ze proporcje limfocytow, monocytow, bazofili
1 granulocytow mogg si¢ znacznie rozni¢ u poszczegolnych osob w zaleznosci od ich wieku

I stanu zdrowia (286).

W kilku badaniach porownujacych dlugo$¢ telomeréw migdzy typami leukocytow
stwierdzono istotne roznice. Rufer 1 wsp. wykazali, ze limfocyty i granulocyty maja
podobng dtugosé telomeréw u mtodych osob, przy czym limfocyty wykazuja 1,5-krotnie
szybsze skracanie niz granulocyty podczas starzenia (287). Komorki T pamieci (CD4 i
CD8) majg znacznie krétsze telomery niz naiwne limfocyty (287). Podczas odpowiedzi
immunologicznej aktywno$¢ telomerazy jest zwigkszona, co moze stuzy¢ jako odpowiedz
adaptacyjna w celu ochrony limfocytow przed skroceniem telomerow. Telomery sa
réwniez wydtuzane podczas dojrzewania naiwnych komoérek B (288). Mimo tych réznic
migdzy subpopulacjami leukocytéw nie neguje sie ogdlnego skracania dtugosci telomerow,

ktore wystepuje podczas starzenia. Oprocz zwigzanego z wiekiem wzrostu odsetka
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leukocytow z krotkimi telomerami, nastgpuje rdwniez ogdlne przesuni¢cie populacji
komorek krwi w kierunku komoérek ze stosunkowo krotkimi telomerami, w tym komoérek
NK, T regulatorowych i limfocytow pamieci (289). Niewykluczone zatem, ze skrocenie
telomerdw moze nie odzwierciedla¢ stresu, ale raczej przesunigcie populacji komorek.
Badanie Church 1 wsp. wykazato, ze sklad limfocytéw u pacjentéw z CF nie rdzni si¢
znaczgco od osob zdrowych oraz ze rowniez u niedozywionych pacjentow z CF nie

wystepuja niedobory podtypow limfocytow (290).

W badaniu wlasnym nie wykazano réznic w dlugosci telomeréw miedzy
dziewczynkami i chlopcami. Powszechnie uwaza si¢, ze kobiety maja dtuzsze telomery niz
mezczyzni (291). Sugeruje sig, ze jest to zwigzane z estrogenami (292), ktore oddziatuja na
rejon wrazliwy na ich dziatanie (ang. estrogen response element, ERE), znajdujacy si¢ w
odwrotnej transkryptazie telomerazy, stymulujac telomeraze do wydluzania telomeréw
(291). Aktywno$¢ telomerazy maleje z wiekiem, a u 0s6b po 40 roku zycia jest bardzo mata
lub niewykrywalna (277). Ponadto, telomery sg szczegdlnie wrazliwe na stres oksydacyjny
(293), a kobiety wytwarzaja mniej reaktywnych form tlenu niz mezczyzni (291).
Sugerowano, ze kobiety moga rowniez lepiej metabolizowaé reaktywne formy tlenu (291),
ze wzgledu na wihasciwos$ci przeciwutleniajace estrogenow (294). Wyniki badan réznic
migdzy plciami sg jednak sprzeczne. Badanie Shiels i wsp. nie wykazato réznic we
wzglednej dtugosci telomeréw migdzy leukocytami kobiet i mezczyzn w wieku 35-64
(n=382) (295), natomiast w badaniu 4 000 dzieci w wieku 4 lat zaobserwowano roznice
miedzy plciami (296), co sugeruje, ze réznice w dtugosci telomeréw migdzy ptciami mogg
pojawi¢ sie juz we wczesnym wieku. Autorzy podkre$lajg, ze roznice te byly istotne
statystycznie, ale wielko$¢ efektu byla stosunkowo niewielka w poréwnaniu do roznic
zglaszanych u osob dorostych (296). Wielkos$¢ proby i technika pomiaru to kluczowe
réznice w badaniach wykazujacych niespdjne wyniki w odniesieniu do pitci. W meta-
analizie 36 kohort (razem 36 230 uczestnikow) wykazano, ze kobiety miaty §rednio dluzsze
telomery niz me¢zczyzni (znormalizowana roznica dtugosci telomeréw miedzy kobietami i
mezczyznami: 0,090; 95% CI 0,015-0,166; z uwzglednieniem wieku) (297). Wykazano, ze
efekt ten nie zalezat od wieku ani typu komorek badanych, ale od metody pomiaru (297).
Obecnie trwajg dyskusje na temat porownywalnosci 1 odtwarzalnos$ci metod stuzacych do

oznaczania dtugosci telomerow (298-301).

W badaniach wlasnych zaobserwowano, ze wzgledna dlugos¢ telomerow koreluje

z istotnymi, z punktu widzenia pacjenta, wyktadnikami cigzko$ci choroby, takimi jak liczba
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dni hospitalizacji i przyjmowanie glikokortykosteroidow wziewnych. Zwigzek diugosci
telomerow z liczbg dni spedzonych w szpitalu wydaje si¢ by¢ wazny, mimo matlej proby.
Jednak potwierdzenie tej relacji wymaga dalszych badan. Zwigzek dtugosci telomeroéw ze
stosowaniem  glikokortykosteroidoterapii wziewnej jest zgodny z doniesieniem
konferencyjnym Lammertyna i in. (302). Badanie wsrod pacjentow z nieczynnymi
gruczolakami przysadki pokazuje, ze pacjenci z wicksza dzienng dawkg hydrokortyzonu
charakteryzowali si¢ krotszymi telomerami (303). Badania in vitro wykazuja znaczne
zmniejszenie (50%) aktywnosci telomerazy w limfocytach T po ekspozycji na wysokie
poziomy kortyzolu (304). Doktadny mechanizm powyzszego zjawiska nie zostat

wyjasniony.

Zmiang¢ dlugosci telomeréw czesto wiagze si¢ z patologiami ptuc, takimi jak
przewlekla obturacyjna choroba pluc lub idiopatyczne zwtoknienie ptuc (305-307).
Chociaz sg to rozne jednostki chorobowe, wzorce przewlektego stanu zapalnego sa
podobne do mukowiscydozy, w zwiazku z czym przyspieszenie skracania telomerow
wydaje si¢ rozsadnym zatozeniem. Wyniki dotychczasowych badan nad zwigzkiem
FEV1% z dtugoscia telomerow sa sprzeczne. Podczas gdy niektére badania nie wykazaty
takiego zwigzku (305,308), inne wykazaty pozytywna korelacje¢ dodatnig migdzy dtugoscia
telomerow leukocytow a FEV1% (25,32). Wyniki badan wlasnych sugeruja istotny
zwigzek migdzy wzgledna dhugoscig telomeréw i FEV1%, jednak analiza kowariancji
z uwzglednieniem stosowania glikokortykosteroidow wziewnych nie potwierdza zwiazku.
Badania czynno$ciowe takie jak spirometria moga stanowi¢ wyzwanie w przypadku dzieci.
Wedlug badan Gaffina i wsp. prawie polowa pacjentow w wieku 4-5 lat nie jest w stanie
wykona¢ powtarzalnej i akceptowalnej spirometrii (zgodnie z wytycznymi American
Thoracic Society) (309). Weryfikacja uzyskanych wynikow na wigkszej grupie dzieci,
poszerzenie badania o pacjentow dorostych, a takze badanie dtugofalowe majace na celu
oceng tempa zmiany dtugosci telomerdw w czasie moga przyczyni¢ si¢ do poszerzenia

wiedzy na temat biologii telomerow w przysziosci.

Cho¢ podtoze genetyczne NZJ i CF jest odmienne, obie te choroby charakteryzuja
si¢ przewleklym, ogolnoustrojowym przebiegiem wymagajacym dlugotrwatego leczenia
szpitalnego. Rozwoj technik biologii molekularnej umozliwia przyblizanie i doktadniejsze
scharakteryzowanie ich ekspresji i cigzkosci. Przyszle badania nad mechanizmami
dziatania biatek SALSA, SFTPD i APOE moga okaza¢ si¢ pomocne w zrozumieniu

etiologii NZJ, a okre$lenie wariantow genetycznych ich genéw moga by¢ do pewnego
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stopnia przydatne w aspekcie klinicznym. Dostepne dane literaturowe wskazuja, ze dlugos¢
telomeréw moze mie¢ potencjat prognostyczny. Doktadniejsze poznanie biologii
telomerow w konteksécie innych choréb moze okaza¢ si¢ pomocne z klinicznego punktu

widzenia.
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6. WNIOSKI

1. U pacjentow z NZJ polimorfizmy DMBT1 pozostaja w zwigzku ze stanem
odzywienia, ogodlnoustrojowym stanem zapalnym oraz objawami skornymi.
U chorych z allelem G+ polimorfizmu DMBT1 rs2981804 stwierdzono mniejsze
wartos$ci standaryzowanej masy ciata oraz wigksze stezenia albumin, a U pacjentow
z allelem C+ polimorfizmu DMBT1 rs2981745 mniejsze st¢zenie CRP w surowicy
krwi w momencie rozpoznania i najci¢zszego rzutu WZJG. Pacjenci z ChLC z
allelem G+ polimorfizmu DMBT1 rs2981804 rzadziej natomiast prezentujg objawy
skorne.

2. Polimorfizm APOE pozostaje w zwigzku ze stanem zapalnym i aktywnoscig
choroby. U pacjentow z allelem APOE4 stezenia CRP w momencie najci¢zszego
rzutu byly mniejsze, zarowno w calej grupie NZJ, jak i w podgrupie chorych na
WZJG, natomiast u chorych z ChLC genotyp APOE2 zwigzany byt z mniejsza
aktywno$cig choroby mierzong skala PCDAL

3. U pacjentow z WZJG wykazano zwiazek stosowanego leczenia z polimorfizmem
SFTPD. U pacjentow z allelem T+ czgsciej stosowano glikokortykosteroidoterapie
systemowa.

4. Czgsto$¢ wystgpowania poszczegodlnych genotypow APOE u chorych z NZJ jest
odmienna niz w populacji ogdlne;.

5. U chorych na mukowiscydoz¢ 1 zdrowych dzieci w wieku 5-10 lat wzgledna
dlugos¢ telomerow w leukocytach krwi wlos$niczkowej nie roézni si¢ istotnie.
Podobnie, dla powyzszego parametru nie wykazano wystepowania dymorfizmu
ptciowego, zardwno dla wszystkich uczestnikoéw badania, jak i w grupie pacjentow
oraz w grupie kontrolnej.

6. U pacjentow z mukowiscydoza wzgledna dlugos¢ telomerow pozostaje w zwigzku
z charakterystyka kliniczng. Krétsze telomery wystepowaty u chorych
otrzymujacych glikokortykosteroidy wziewne, a takze w przypadku wystepowania

choréb wspdtistniejacych oraz wickszej liczby hospitalizacji.
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/. STRESZCZENIE

Podtoze nieswoistych zapalen jelit (NZJ) i mukowiscydozy (CF) jest odmienne,
niemniej jednak obie te choroby charakteryzujg si¢ przewleklym, ogoélnoustrojowym
przebiegiem wymagajacym dlugotrwatego i niejednokrotnie intensywnego leczenia
szpitalnego. Rozwdj technik biologii molekularnej umozliwia przyblizenie i doktadniejsze

opisanie ci¢gzkosci przebiegu, z potencjalnym zastosowaniem klinicznym.

Celem pracy byta ocena zwigzku wybranych markeré6w molekularnych z ekspresja
1 cigzkoscig przebiegu NZJ i CF. Cel ten realizowany byt poprzez analiz¢ wybranych
polimorfizméw o potencjalnym wptywie na ciezko$¢ choroby u pacjentow z
wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (WZJG) i chorobg Le$niowskiego-Crohna

(ChLC) oraz pomiary wzglednej dtugosci telomerow u pacjentow z CF.

W ramach prowadzonych badan (2015-2019) zrekrutowano 311 pacjentéw chorych
na NZJ (ChLC n=174; WZJG n=137) oraz 34 dzieci chorych na CF i 36 zdrowych
ochotnikow. Kryteria wiaczenia dla pacjentow z NZJ obejmowaty: rozpoznanie ChLC lub
WZJG oraz wiek >3. Pacjenci w stanie zagrozenia zycia oraz ci¢zkim stanie ogdlnym
zostali wylaczeni z badania. W badaniu wzglednej dlugosci telomerow zostaly przyjete
nastgpujace kryteria wiaczenia dla pacjentéw i kontroli: wiek >5 i <10 lat, centylowe
warto$ci wzrostu 1 wagi w zakresie referencyjnym, wiek cigzowy >36 tygodni, masa
urodzeniowa >2500g, aktualna historia choroby bez istotnych probleméw zdrowotnych.
Kryteria wytaczenia dla zdrowych ochotnikéw badania obejmowaty: wady wrodzone,
wrodzone zaburzenia metaboliczne, istotne komplikacje okotoporodowe, przewlekla
choroba uktadowa (cukrzyca, choroba nerek, nadcisnienie, nieswoiste zapalenie jelit), ostre
infekcje w miesigcu poprzedzajacym badanie (biegunka, infekcja drog oddechowych).
Kryterium wytaczenia dla pacjentéw z mukowiscydoza stanowito zaostrzenie oskrzelowo-
ptucne. U wszystkich pacjentow dokonano oceny stanu odzywienia. Na podstawie
kwestionariusza oceniono ekspresj¢ NZJ: stezenie CRP w momencie rozpoznania i
najci¢zszego rzutu, skale aktywnos$ci choroby PCDAI i PUCAI w momencie rozpoznania
1 najcigzszego rzutu, WSpolwystepowanie innych chordb iobjawow pozajelitowych.
Lokalizacja 1 charakter choroby zostal okreslony na podstawie Klasyfikacji Paryskiej w
momencie rozpoznania i najci¢zszego rzutu. Zebrano dane dotyczace stosowanej terapii

(liczba  kursow  glikokortykosteroidoterapii ~ systemowej,  pierwsze leczenie
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immunosupresyjne, leczenie biologiczne oraz leczenie chirurgiczne), a takze liczby
hospitalizacji, liczby dni hospitalizacji, liczby zaostrzen oraz liczby cigzkich rzutéw od
czasu diagnozy do momentu zebrania danych. Ocena subiektywnych doznan
psychofizycznych u pacjentéw z NZJ dotyczylta: subiektywnego odczucia bolu, niepokoju
1 ograniczenia aktywnos$ci spotecznej zmierzonych w odniesieniu do trzech punktow
czasowych: w momencie rozpoznania choroby, w okresie najintensywniejszego nasilenia

dolegliwosci 1 aktualnie.

U wszystkich pacjentéw z CF ceniono ekspresje kliniczng choroby na podstawie:
funkcji ptuc (FEV1%), funkcji zewnatrzwydzielniczej trzustki (st¢Zenie elastazy-1
w stolcu), kolonizacji Pseudomonas aeruginosa, stezenia chlorkow w pocie w momencie
badania  przesiewowego,  wspotwystgpowania  choroby — watroby  zwigzanej
z mukowiscydoza lub marskosci watroby, cukrzycy, polipow nosowych, przewleklego
zapalenia  zatok, choroby refluksowej przelyku, niedroznosci smotkowe;,
wspotwystepowania innych chordb i genotypu. W celu oceny cigzkoS$ci przebiegu choroby
zebrano informacje dotyczace czgsto$Ci zaostrzen choroby oskrzelowo-ptucnej, liczby
hospitalizacji jednodniowych od urodzenia do chwili wiaczenia do badania, liczby
hospitalizacji wielodniowych od urodzenia do pobrania krwi oraz liczby dni hospitalizacji
wielodniowych od urodzenia do pobrania krwi.

U pacjentdw z NZJ oznaczono polimorfizmy gendéw kodujacych apolipoproteing E
(APOE; rs7412, rs429358), biatko DMBT1 (rs2981745, rs2981804) oraz SFTPD
(rs2243639). Wybrane polimorfizmy oznaczono przy uzyciu zestawu sond
hybrydyzacyjnych i starteréw TagMan SNP Genotyping Assay. W badaniu oceniajagcym
wzgledna dlugos¢ telomerow w CF wykorzystano metode ilosciowej tfancuchowej reakcji

polimeryzacji ustalonej przez Cawthona i wsp.

Czestosci genotypu APOE €3/€3 byly mniejsze u pacjentéw z NZJ w porownaniu
do grupy kontrolnej. Jednoczesnie zaobserwowano wigksza czgsto$¢ genotypu €3/ed w
grupie NZJ w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami. Ponadto, allel APOE &2 moze by¢
istotnie zwigzany z tagodniejsza aktywnoscig ChLC wyrazong skalag PCDAI. Pacjenci z
NZJ i allelem APOE &4 wykazywali mniejsze stezenia CRP w momencie najci¢zszego

rzutu, a efekt utrzymywat si¢ tylko dla pacjentow z WZJG.

Pacjenci z NZJ i genotypem AA polimorfizmu rs2981804 (DMBT1) mieli nizsze

poziomy albumin przy rozpoznaniu, a efekt ten utrzymywat si¢ tylko dla pacjentow
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z WZJG. U chorych z allelem G+ polimorfizmu DMBT1 rs2981804 stwierdzono mniejsze
wartosci standaryzowanej masy ciala oraz wigksze stezenia albumin. U pacjentow

z allelem G+ rzadziej obserwowano skdrne objawy wspotwystepujace.

Wsrod pacjentow z WZJG nosiciele wariantu TT polimorfizmu rs2981745
(DMBT1) mieli wigksze stezenia CRP przy rozpoznaniu i w momencie najcigzszego rzutu

niz nosiciele pozostatych wariantow.

U pacjentow z WZJG i genotypem T+ polimorfizmu rs2243639 (SFTPD) czesciej

stosowano glikokportykosteroidoterapi¢ systemowa.

Wzgledna dtugos¢ telomerow nie roznita si¢ miedzy pacjentami z CF a zdrowymi
ochotnikami. Nie zaobserwowano réznicy we wzglednej dlugosci telomeréw miedzy
dziewczynkami a chtopcami zaréwno dla wszystkich uczestnikow badania jak i w grupie
pacjentow z CF oraz w grupie kontrolnej. Krotsze telomery wystgpowaty u chorych
otrzymujacych glikokortykosteroidy wziewne, a takze w przypadku wystepowania chorob

wspotistniejacych oraz wigkszej liczby hospitalizacji.

Przyszte badania nad mechanizmami dziatania biatek SALSA, SFTPD i APOE
moga okazac si¢ pomocne w zrozumieniu biologii NZJ. Doktadniejsze poznanie biologii

telomerow w konteks$cie CF moze okazac¢ si¢ pomocne z klinicznego punktu widzenia.
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8. SUMMARY

SELECTED MOLECULAR DETERMINANTS AND CORRELATES OF
DISEASE SEVERITY IN INFLAMMATORY BOWEL DISEASES
AND CYSTIC FIBROSIS

The genetic background of inflammatory bowel disease (IBD) and cystic fibrosis (CF) is
miscellaneous, but both diseases are chronic and systemic in their nature and both
frequently require intensive hospital treatment. Various molecular techniques facilitate
more accurate description of the disease severity, with a potential bench-to-bedside

application.

The aim of the study was to assess selected molecular markers in the context of
expression and severity of IBD and CF. This aim was accomplished using association
analysis of selected polymorphisms with clinical picture of ulcerative colitis (UC) and

Crohn's disease (CD) as well as relative telomere length assessment in CF patients.

The study was performed in 2015-2019 and included 311 patients with IBD (CD n
= 174; UC n = 137), 35 children with CF and 36 healthy volunteers. Inclusion criteria for
patients with IBD comprised: diagnosis of CD or UC, and age >3 and <18 years. Patients
in a life-threatening condition and a severe general condition were excluded from the study.
The following inclusion criteria for patients and controls were adopted in the relative
telomere length study: age >5 and <10 years, percentile height and weight values in the
reference range, gestational age >36 weeks, birth weight> 2500g, current medical history
without significant health problems. Exclusion criteria for healthy volunteers of the study
included: birth defects, congenital metabolic disorders, significant perinatal complications,
chronic systemic disease (diabetes, kidney disease, hypertension, IBD), acute infections in
the month preceding the study (diarrhea, respiratory tract infections), and chronic mental
stress. The exclusion criterion for patients with CF was bronchopulmonary exacerbation.
Nutritional status was assessed in all patients. Based on the questionnaire, IBD expression
was assessed: CRP and albumin levels at the time of diagnosis and the worst flare, disease

activity scales (PCDAI and PUCAI) at the time of diagnosis and the worst flare, other

143



conditions and extraintestinal symptoms. The location and behaviour of the disease was
determined with the use of Paris Classification at the time of diagnosis and the worst flare.
Data on the therapy used was collected (number of courses of systemic corticosteroids, first
Immunosuppressive treatment, biological treatment and surgical treatment). The data on
the number of hospitalizations, the number of days of hospitalization, the number of
exacerbations and the number of severe relapses since diagnosis was collected. The
assessment of subjective psychophysical sensations in patients with IBD concerned: the
subjective feeling of pain, anxiety and limitation of social activity measured in relation to
three time points: at the time of diagnosis of the disease, during the worst flare and

currently.

In all CF patients the clinical expression of the disease was assessed: lung function
(FEV1%), exocrine pancreatic function (stool elastase-1), Pseudomonas aeruginosa
colonization, sweat chloride at neonatal screening, co-occurrence of CF-related liver
disease or liver cirrhosis, diabetes, nasal polyps, chronic sinusitis, gastroesophageal reflux
disease, meconium ileus, other diseases, and genotype. In order to assess the severity of the
disease, the data on frequency of exacerbations of bronchopulmonary disease, the number
of one-day hospitalizations from birth to blood collection, the number of >lday
hospitalizations since birth to recruitment, and the number of days of >1 day
hospitalizations were collected.

Polymorphisms of genes encoding apolipoprotein E (APOE; rs7412, rs429358),
DMBTL1 protein (rs2981745, rs2981804) and SFTPD (rs2243639) were determined in
patients with IBD. Selected polymorphisms were determined using a set of hybridization
probes and TagMan SNP Genotyping Assay primers. In the study assessing the relative
length of telomeres in CF, the quantitative polymerase chain reaction method established

by Cawthon et al. was used.

The frequency of the APOE €3/e3 genotype was lower in patients with IBD
compared to controls, which is in line with previous reports. At the same time, a higher
frequency of genotype €3/e4 was observed in the IBD group compared to healthy control.
In addition, the APOE &2 allele may be significantly associated with milder CD activity
expressed by the PCDAI scale. Patients with IBD and the APOE &4 allele presented lower
CRP levels at the moment of worst flare and the effect was maintained only for UC patients.
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Patients with IBD and AA genotype in rs2981804 polymorphism (DMBT1) had
lower albumin levels when diagnosed, and this effect was true for patients with UC. Patients
with UC and GG genotype showed higher CRP levels at diagnosis. Patients with the G +
allele of the DMBT1 rs2981804 polymorphism had lower values of standardized body
weight and higher albumin levels. Patients with the G + allele presented cutaneous

manifestations less frequently.

Among patients with UC, carriers of the TT variant in rs2981745 (DMBT1)
polymorphism had higher CRP levels at diagnosis and at the time of the worst flare than

carriers of the other variants.

Systemic corticosteroids were more commonly used in treatment of UC patients
with T + allele rs2243639 (SFTPD).

Relative telomere lengths did not differ between CF patients and healthy volunteers.
There was no difference in the relative length of telomeres between girls and boys for all
study participants as well as in the CF group and control group. Patients treated with inhaled
corticosteroids had a shorter RTL compared with those without corticosteroid therapy.
Shorter telomeres were also independently associated with the presence of comorbidities

and number of hospitalisations.

Future research into the mechanisms of action of the SALSA, SFTPD and APOE genes
and proteins may be helpful in understanding the biology of IBD. Further research to

understand the biology of telomeres in the context of CF may prove clinically helpful.
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9. ANEKS

Ocena subiektywnych doznan psychofizycznych w trakcie przebiegu choroby

przewleklej

l. Subiektywne odczucie b6lu

1. Na ponizszej skali 10 stopniowej wskaz natezenie bolu jakie towarzyszyto Ci w

momencie rozpoznania choroby.

0000

2. Na ponizszej skali 10 stopniowej wskaz natezenie bolu jaki towarzyszyt Ci w okresie

najintensywniejszego nasilenia dolegliwosci.

JOISIOL ] _

3. Na ponizszej skali 10 stopniowej wskaz natgzenie bolu jaki towarzyszy Ci aktualnie.

JOIOIOL ] _
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1. Subiektywne odczucie niepokoju (leku)

1. Wskaz na skali 10-stopniowej poziom odczuwanego przez ciebie leku zwigzanego z
choroba i leczeniem jaki odczuwates w okresie rozpoznania choroby (0 — brak

niepokoju, 10 — niewyobrazalny lek).

2. Wskaz na skali 10-stopniowej poziom odczuwanego przez ciebie leku zwigzanego z
choroba i leczeniem w okresie najwi¢kszego natezenia objawow chorobowych (0 —

brak niepokoju, 10 — niewyobrazalny I¢gk).

3. Wskaz na skali 10- stopniowej poziom odczuwanego przez ciebie leku zwigzanego z
choroba i leczeniem jakiego doznajesz aktualnie (0 — brak niepokoju, 10 —

niewyobrazalny lek).
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I11.  Ograniczenia aktywnosci spolecznej (kontakty towarzyskie,

szkola/przedszkole)

a) Wskaz w jakim stopniu pierwsze objawy (okres rozpoznania) choroby ograniczyty

twoje kontakty kolezenskie (0 — nie miaty wptywu, 10 — miaty maksymalny wptyw).

b) Wskaz w jakim stopniu pierwsze objawy (okres rozpoznania) choroby ograniczyty
twoje uczestnictwo w zajgciach szkolnych/przedszkolnych (0 — nie miaty wptywu, 10 —

miaty maksymalny wplyw).

a) Wskaz na ile najwi¢ksze natezenie objawow chorobowych ograniczyto twoje

kontakty kolezenskie (0 — nie miato wptywu, 10 — miato maksymalny wptyw).

b) Wskaz na ile najwi¢ksze natezenie objawéw chorobowych ograniczyto twoje
uczestnictwo w zajeciach szkolnych/przedszkolnych (0 — nie miato wptywu, 10 —

miato maksymalny wplyw).
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a) Wskaz w jakim stopniu choroba ogranicza twoje kontakty kolezenskie aktualnie.

(0 — nie miata wptywu, 10 — miata maksymalny wptyw).

b) Wskaz w jakim stopniu choroba ogranicza twoje uczestnictwo w zaj¢ciach
szkolnych/ przedszkolnych aktualnie. (0 — nie miata wptywu, 10 — miata

maksymalny wptyw).
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